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RESUMEN 
Los antibióticos β-lactámicos son los principales antibacterianos utilizados en la práctica 
médica a nivel mundial gracias a su elevado índice terapéutico. El principal mecanismo de 
resistencia presente en enterobacterias es la producción de enzimas β-lactamasas que pueden 
hidrolizarlos. Las β-lactamasas pueden clasificarse según su perfil de hidrólisis preferencial de 
sustratos en: penicilinasas (penicilina), cefalosporinasas (cefalosporinas  clásicas), β-lactamasas 
de amplio espectro (BLEA) (penicilinas y cefalosporinas clásicas), β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE) (penicilinas y cefalosporinas de primera, segunda, tercera y, dependiendo de 
la enzima, cuarta generación) y carbapenemasas (carbapenemes y esencialmente todos los β-
lactámicos). Se cree que muchas de las BLEE emergieron o evolucionaron siguiendo una de dos 
posibles rutas: (i) por acumulación de mutaciones en genes codificantes de BLEA que 
produjeron modificaciones en los sitios activos y determinaron la expansión su espectro de 
acción; o (ii) por reclutamiento de genes pre-existentes residentes en el ADN cromosómico de 
especies no patógenas o ambientales, de los que fueron capturados como genes 
“preformados” con actividad nativa o intrínseca de espectro extendido, a través de eventos de 
recombinación y movilización por diferentes tipos de plataformas de expresión como 
transposones o integrones. Estas plataformas,  a su vez,  forman finalmente parte de 
estructuras plasmídicas. Como evidencias del primer modelo podemos citar a las enzimas BLEE 
derivadas de TEM y SHV y como ejemplo del segundo, a las CTX-M provenientes del 
cromosoma de especies de Kluyvera. También existen enzimas resistentes a inhibidores de β-
lactamasas derivadas de TEM-1/2 o SHV-1 que han surgido por medio de la acumulación de 
mutaciones en otras posiciones aminoacídicas. 
En Argentina, PER-2 ha sido considerada la segunda BLEE (luego de las CTX-M) de codificación 
plasmídica más frecuente en aislamientos clínicos de enterobacterias resistentes; sólo ha sido 
reportada en nuestro país y países limítrofes. Esta enzima pertenece a la familia PER, un grupo 
poco común de enzimas de clase A (con sólo ocho miembros) que presentan características 
estructurales particulares. Hasta el presente no se han reportado variantes mutacionales de 
PER-2 pero, debido a las constantes presiones selectivas ejercidas por el uso masivo de 
antibióticos y a los antecedentes de evolución en otras enzimas, surge el interrogante de si la 
misma posee la capacidad de evolucionar a través de la acumulación de mutaciones para 
modificar  sus aptitudes hidrolíticas y/o ser menos susceptible a la inhibición. 
En otras familias, las enzimas resistentes a inhibidores (IR) difieren de TEM-1/2 o SHV-1 en 
uno, dos o tres aminoácidos ubicados principalmente en las posiciones 69, 130, 165, 244, 275 y 
276. Tomando como referencia la estructura cristalográfica de PER-1 se realizó el modelado 
teórico de PER-2. Se pudo apreciar que en el espacio ocupado por Arg244 de SHV-1 (o TEM-1), 
existe otra arginina ubicada en posición 220 en PER-2. Como en varias IR Arg244 se encontró 
sustituida por aminoácidos de cadena lateral más corta para conferir el fenotipo resistente. 
Postulamos que modificaciones de Arg220 en PER-2 podrían tener un efecto similar. Si esto es 
cierto, también es posible que Thr237 tenga un papel importante por su cercanía y posibilidad 
de interacción con Arg220. Debido a que estas hipótesis están basadas en modelos simulados, 
la resolución de la estructura cristalográfica de PER-2 es fundamental para poder plantear 
nuevos interrogantes y nuevos sitios posibles de mutación. 
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En este trabajo se realizó el análisis de variantes mutacionales de PER-2 en las posiciones 220 y 
237 mediante caracterización fenotípica de los clones productores, y bioquímica-estructural de 
las enzimas purificadas, determinando la influencia de las sustituciones en la modificación del 
espectro de acción, inhibición y estabilidad proteica. Se realizaron además ensayos de 
cristalogénesis con la enzima salvaje y la caracterización de un plásmido portador del gen 
codificante de PER-2 intentando tener evidencias sobre su posible origen evolutivo. 
La estructura cristalográfica de PER-2 fue resuelta y refinada a 2,2 Å.  Se pudo apreciar un 
plegamiento único del Ω-loop en comparación con otras β-lactamasas de clase A, producto de 
un enlace trans entre los residuos 166 y 167; la inserción de cuatro residuos que generan un 
nuevo plegamiento al final de la cadena β3 desplazándola hasta 5 Å hacia fuera del sitio activo 
y provocando una entrada a la cavidad catalítica más amplia, y la presencia de una red de 
puentes de hidrógeno que conecta Ser70-Gln69-agua-Thr237-Arg220 no descrita 
anteriormente. Los estudios de las variantes mutacionales indicaron que Arg220 estaría 
implicada en la correcta hidrólisis de los antibióticos β-lactámicos, como así también en la 
eficiente inhibición por los inhibidores “suicidas”. La variante Arg220Gly presentó una marcada 
disminución de la inhibición tanto por ácido clavulánico como por tazobactam, y los clones 
productores de esa variante presentaron valores de CIM aumentados a las combinaciones 
ampicilina/ácido clavulánico.  
La sustitución de Thr237 influyó en menor medida  tanto en la capacidad de hidrólisis como en 
la inhibición de la enzima.  
El plegamiento comparable entre las variantes y la enzima salvaje,  permitió atribuir los 
cambios observados fenotípica y cinéticamente a alteraciones locales en el entorno inmediato 
del residuo modificado.  
Dada la correcta expresión y producción por los clones recombinantes de las variantes 
analizadas, es evidente que las mismas podrían seleccionarse in vivo, lo que debería ser 
tomado en cuenta para el diseño de los esquemas de detección fenotípicos, ya que serían mal 
interpretadas como otros grupos de enzimas. 
Finalmente, se determinó que el gen blaPER-2 puede ser portado por plásmidos de alto tamaño 
molecular del grupo de incompatibilidad IncA/C, probablemente relacionados con plásmidos 
provenientes de microorganismos ambientales.  
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ABREVIATURAS 
 
aa Aminoácidos 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
ATCC American Type Culture Collection 
BLEA β-Lactamasas de espectro ampliado 
BLEE β-Lactamasas de espectro extendido 
CDC Centers for Disease Control and Prevention 
CDS Coding sequence (secuencia codificante) 
CIM Concentración Inhibitoria Mínima 
CL Ácido clavulánico 
CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute 
CMT TEM de mecanismo complejo 
DC Dicroísmo Circular 
dNTPs Desoxirribonucleótidos trifosfato 
DO Densidad óptica 
ECDC European Centre for Disease Prevention and Control 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
GdmCl Cloruro de guanidinio 
IC50 Concentración inhibitoria 50 
IPTG Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 
IR Inverted repeat (secuencias repetidas invertidas) 
IRT TEM resistentes a los inhibidores 
IDSA Infectious Diseases Society of America 
kb Kilobases 
kDa Kilodaltons 
MDR Multi-Drug Resistant bacteria 
NAG N-acetilglucosamina   
NAM N-acetilmurámico 
nt Nucleótidos 
OMS Organización Mundial de la Salud 
ON Overnight (durante la noche) 
ORF Open reading frame (marco abierto de lectura) 
pb Pares de bases 
PBPs Penicillin Binding Proteins (proteínas de unión a la penicilina) 
PCR Polymerase Chain Reaction (reacción en cadena de la polimerasa) 
PDB Protein Data Bank 
PDR Pan-Drug Resistant bacteria 
PFGE Pulsed-field Gel Electrophoresis (electroforesis de campo pulsado) 
SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS 
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TAZ Tazobactam 
Tm Temperatura de fusión 
UDP Uridina difosfato 
WGS Whole Genome Sequencing (secuenciación de genoma completo) 
XDR EXtensively Drug Resistant bacteria 
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INTRODUCCIÓN 
La resistencia bacteriana: un problema global 
Las drogas antibacterianas se han usado por más de ochenta años para hacer frente a las 
infecciones. Sin embargo, cuando estas infecciones ya no pueden ser combatidas con los 
tratamientos utilizados comúnmente puede ser debido a la existencia de mecanismos de 
resistencia bacteriana. El fenómeno de la resistencia es propio de la evolución natural de los 
microorganismos y por lo tanto es inevitable. La capacidad de las bacterias de sufrir 
mutaciones en diversos genes y de adquirir genes de resistencia desde otras bacterias por 
medio de transferencia horizontal, combinada con el efecto de los antibióticos como agentes 
selectores y aceleradores de estos procesos, provoca que sólo aquellas bacterias capaces de 
sobrevivir se perpetúen. Hoy la resistencia bacteriana se ha convertido en un problema 
sanitario a nivel mundial, las bacterias se vuelven más y más resistentes y las alternativas 
terapéuticas se van agotando. 
El problema de la resistencia bacteriana es complejo, ya que intervienen múltiples escenarios: 
los hospitales, la comunidad, la cadena alimentaria, los animales y el medio ambiente, todos 
ellos favorecidos por el abuso y el mal uso que el hombre le ha dado a los antibióticos. 
Seguramente no quede duda que los hospitales son los mejores escenarios para la selección de 
bacterias resistentes debido al elevado volumen de antibióticos empleados y al flujo continuo 
de bacterias patógenas en un ambiente reducido, donde la transferencia horizontal de genes 
se ve favorecida. Pero tampoco debería quedar duda que las grandes cantidades de 
antibióticos utilizadas como promotores de crecimiento, en la profilaxis, metafilaxis y  
tratamiento de las infecciones de animales de granja y en la acuicultura, producen un aumento 
de la presión selectiva tanto sobre bacterias comensales como patógenas, las cuales pueden 
transmitirse a los humanos a través del contacto directo, la cadena alimentaria, o por medio 
de la contaminación ambiental de los efluentes [1, 2]. Además, no hay que olvidar que la 
principal ruta de entrada de los agentes antibacterianos al medio ambiente son las aguas 
residuales tanto de la comunidad como de hospitales o granjas y que, la acumulación de estos 
agentes actúa seleccionado más microorganismos resistentes y convierte al medio ambiente 
en un depósito gigantesco de genes de resistencia que se alimenta de la contaminación 
ambiental constante y creciente.  
Si bien muchos antibacterianos son producidos naturalmente por bacterias (además de 
hongos),  y la presencia de genes de resistencia en estas especies es un mecanismo natural, 
existen innumerables genes con potencial expresión de mecanismos de resistencia en 
bacterias no productoras ambientales, por lo que en el escenario actual, es la producción 
industrial de antibióticos naturales y sintéticos y los usos que le ha dado a los mismos lo que 
mueve la selección de algunos de los muchos genes de resistencia presentes en la naturaleza, 
contribuyendo a su diversificación.  
El hombre juega un papel fundamental en el incremento de la resistencia bacteriana. El 
tratamiento de los pacientes sin tener en cuenta el tipo de infección o dónde fue adquirida (en 
el hospital o en la comunidad), la utilización de nuevas drogas a pesar que las anteriores 
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seguían siendo efectivas, la introducción de grandes cantidades de antibióticos al ambiente, las 
inapropiadas medidas de higiene, el no aislamiento de pacientes infectados con bacterias 
resistentes, entre otras conductas, promueven el incremento de la resistencia antibiótica y la 
diseminación de los patógenos resistentes. 
No sólo nos encontramos en una situación dónde los patógenos adquirieron nuevas 
resistencias sino que, en la última década hemos sido testigos de un aumento espectacular 
tanto en la proporción como en el número absoluto de patógenos bacterianos que presentan 
resistencia a múltiples antibióticos. Organizaciones como el Centro para el Control y 
Prevención de Enfermedades (CDC), el Centro Europeo para la Prevención y Control de 
Enfermedades (ECDC) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) están considerando a las 
infecciones causadas por “bacterias multirresistentes” como un importante problema de salud 
pública emergente a nivel mundial. En este sentido la OMS realizó en el año 2014 un informe 
que da idea del panorama más completo hasta la fecha sobre la resistencia antimicrobiana a 
nivel mundial, en el cual se incluyeron datos proporcionados por 114 países [3]. Este 
documento reúne información sobre la resistencia a fármacos antibacterianos utilizados 
comúnmente para el tratamiento de infecciones causada por siete bacterias de interés 
internacional, las cuales fueron seleccionadas por ser las causantes de algunas de las 
infecciones más comunes, ya sea en la comunidad, en los hospitales o porque son transmitidas 
a través de los alimentos. Este informe muestra claramente cómo bacterias causantes de 
infecciones comunes ahora son resistentes a los antibióticos cuando hasta hace poco eran 
sensibles. 
A las principales bacterias involucradas en la mutirresistencia se las conoce como el grupo 
ESKAPE. Este grupo incluye a Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y a las enterobacterias. El 
acrónimo claramente implica la capacidad de estas bacterias de “escapar” a los tratamientos 
antibióticos comunes y pasar del ambiente hospitalario hacia a la comunidad [4, 5]. Dentro de 
este grupo encontramos a bacterias MDR (del inglés “Multi-Drug Resistant”) que son aquellas 
bacterias resistentes a por lo menos tres clases de antimicrobianos; bacterias XDR (del inglés 
“eXtensively Drug Resistant”) que son aquellas resistentes a todas menos dos de las opciones 
terapéuticas empleadas habitualmente y bacterias PDR (del inglés “Pan-Drug Resistant”) que 
son aquellas resistentes a todas las opciones terapéuticas empleadas habitualmente [6]. Entre 
las especies de enterobacterias, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, encabezan la lista 
como aquellas con mayores niveles de resistencias a cefalosporinas de tercera generación y 
fluoroquinolonas para el primer caso y a cefalosporinas de tercera generación y carbapenemes 
para el segundo. 
Por otra parte, si observamos la línea de tiempo del descubrimiento y desarrollo de drogas 
antibacterianas en general (Figura 1) podemos notar un “vacío” a partir del año 1987. 
Principalmente, los bajos rendimientos de las inversiones y las complicaciones a la hora de la 
aprobación de nuevas moléculas por las agencias regulatorias, hicieron que las compañías 
farmacéuticas se retiraran del diseño de nuevos antibióticos. La preocupación por el 
incremento de la resistencia bacteriana y la falta de desarrollo de nuevos antibióticos dio 
origen a diversas iniciativas para hacer frente a este “vacío en el desarrollo”. Por ejemplo, la 
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Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA) lanzó el programa titulado “The 10 x 
’20 Initiative” para fomentar el desarrollo de 10 nuevos antibióticos para el año 2020 [7]. 
 
 
Figura 1. Línea de tiempo del descubrimiento de distintas clases de fármacos antibacterianos. 
Ilustración del "vacío de descubrimiento". Las fechas indicadas son las del primer reporte o patente. 
Adaptada del documento de la OMS, 2014 [3]. 
 
 
En este complicado momento que estamos atravesando se hace fundamental enfocar nuestros 
esfuerzos hacia el estudio de la resistencia bacteriana y aportar conocimientos que ayuden a 
orientar el desarrollo de nuevas drogas antibacterianas. Este trabajo se centra en el estudio de 
la β-lactamasa de espectro extendido PER-2, una enzima capaz de degradar antibióticos β-
lactámicos como penicilinas, cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generación y 
que, en términos de prevalencia, es la segunda β-lactamasa (luego de las enzimas CTX-M) 
identificada en aislamientos clínicos de enterobacterias resistente en Argentina. PER-2, que ha 
sido reportada también en países limítrofes como Chile, Uruguay, Brasil y Bolivia, pero no en 
otros países del mundo, presenta además características estructurales diferenciales con otras 
enzimas de la misma clase molecular que la hacen única. Su especial distribución geográfica, su 
prevalencia en nuestro medio y sus particularidades estructurales, ponen de manifiesto la 
importancia de su estudio. 
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Los antibióticos β-lactámicos 
Dentro de la gama de antibióticos, los β-lactámicos son los más utilizados en la práctica médica 
a nivel mundial. La diversidad de moléculas que comprenden lleva a un amplio espectro de 
acción, pero mucho más significativamente, presentan un elevado índice terapéutico, escasa 
toxicidad y escasos efectos adversos, propiedades que los hacen seguros para los pacientes.  
Como característica química principal poseen un anillo de cuatro átomos (el anillo β-lactámico) 
que puede estar o no acoplado a un segundo anillo de cinco o seis miembros. Ambos anillos 
pueden presentar diversos sustituyentes que dan origen a las distintas clases de β-lactámicos: 
penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y carbapenemes (Figura 2). Estos compuestos 
actúan esencialmente inhibiendo la última etapa de la síntesis de la pared celular bacteriana e 
inducen un efecto autolítico comportándose como compuestos de acción bactericida lenta [8-
10]. 
Las penicilinas poseen el anillo β-lactámico fusionado a un anillo tiazolidina que origina el 
núcleo ácido 6-aminopenicilánico o 6-APA. En la posición 6 del anillo β-lactámico poseen una 
cadena lateral que varía de unas penicilinas a otras y que define sus propiedades, ya que 
modifica la estabilidad frente a penicilinasas, el espectro de actividad antibacteriana y la 
farmacocinética. Dentro de las penicilinas podemos encontrar (sin hacer una enumeración 
exhaustiva) a las penicilinas naturales (G y V) que poseen actividad esencialmente sobre 
bacterias gram positivas debido a que son incapaces de ingresar a través de la membrana 
externa de la mayor parte de los gram negativos; penicilinas semisintéticas como meticilina u 
oxacilina que presentan cadenas laterales de gran tamaño que impiden su hidrólisis por 
penicilinasas y son activas frente a gram positivos; aminopenicilinas como ampicilina y 
amoxicilina, obtenidas por la adición de un grupo amino en el C6 que amplía su espectro a 
bacterias gram negativas; carboxipenicilinas como carbenicilina y ticarcilina, obtenidas por 
agregado un grupo acídico en la cadena acil-amino lateral, que son activas frente a 
Pseudomonas aeruginosa (un patógeno oportunista sobre la cual ninguno de los anteriores 
antimicrobianos actuaba eficientemente), y acil-ureído-penicilinas como piperacilina, 
obtenidas por acilación del amino lateral de la ampicilina o amoxicilina y que suelen ser drogas 
de elección para el tratamiento de infecciones producidas por P. aeruginosa [10]. 
Las cefalosporinas son fármacos estructuralmente similares a las penicilinas. Están constituidas 
por un núcleo 7-aminocefalosporánico (7-ACA) o cefem, que consiste en la fusión de un anillo 
dihidrotiacínico con el anillo β-lactámico. Las diversas cefalosporinas presentan sustituyentes 
en las posiciones 3 y 7 que favorecen cambios en el espectro de actividad, potencia y 
resistencia a enzimas, o tienen influencia sobre las propiedades farmacocinéticas y 
farmacológicas. A estos compuestos se los suele clasificar en generaciones, basándose 
principalmente en el espectro antibacteriano de cada grupo. Las cefalosporinas de primera 
generación incluyen por ejemplo a cefalotina, cefazolina y cefalexina con buena actividad 
contra bacterias gram positivas pero un espectro reducido frente a gram negativas, debido en 
parte a la degradación de estas cefalosporinas por enzimas naturalmente producidas por 
muchas especies de estas bacterias. Las cefalosporinas de segunda generación como 
cefuroxima o cefaclor tienen un espectro más amplio de actividad que abarca especies de 
enterobacterias y Haemophilus influenzae por su mayor estabilidad. También se suelen incluir 
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dentro de este grupo a las cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) que poseen un grupo metoxi en 
C7 y mayor resistencia intrínseca a enzimas y mayor actividad sobre algunos anaerobios. Las 
cefalosporinas de tercera generación (ceftriaxona, cefoperazona, ceftazidima, cefotaxima y 
cefixima) presentan mayor espectro de actividad especialmente contra enterobacterias. 
Comparadas con las de segunda generación estas cefalosporinas poseen mayor resistencia 
frente a algunas enzimas, mayores vidas medias y mejor actividad anti-pseudomonas y con 
respecto a las de primera generación, cuentan con una actividad mucho más potente contra 
gram negativos, a expensas de una muy modesta actividad frente a gram positivos. Las 
cefalosporinas de cuarta generación (cefepime y cefpirome) tienen actividad semejante a la 
generación anterior, aunque con un espectro de actividad levemente aumentado ya que son 
resistentes a las enzimas cromosomales antes descritas [10]. 
Los monobactámicos que se utilizan en la práctica médica son derivados sintéticos del ácido 3-
aminomonobactámico (3-AMA) ya que los monobactámicos de origen natural presentan pobre 
actividad antibacteriana. Tienen una estructura β-lactámica sencilla compuesta por una 
estructura monocíclica en la cual el anillo β-lactámico no está fusionado a otro secundario y 
presentan sustituyentes en el C3. El más utilizado es el aztreonam, con un amplio espectro de 
actividad sobre gram negativos, pero prácticamente inactivo sobre gram positivos [10]. 
Los carbapenemes (imipenem, meropenem) presentan una estructura básica que consiste en 
el anillo β-lactámico fusionado a uno pirrolínico compartiendo un nitrógeno. La sustitución del 
átomo de azufre en posición 1 de las penicilinas por carbono es lo que otorga el nombre a esta 
clase de antibióticos. Las modificaciones realizadas en estas moléculas y la presencia de las 
cadenas laterales, así como su posición espacial, llevaron a una mayor afinidad de los 
carbapenemes por su blanco molecular, un incremento de la potencia, un incremento del 
espectro antibacteriano y mayor resistencia a enzimas capaces de degradarlos. Estos 
compuestos son considerados los β-lactámicos de más amplio espectro y actividad; disponen 
de una excelente actividad frente a bacterias aerobias y anaerobias, tanto gram positivas como 
gram negativas y son utilizados como última alternativa terapéutica en infecciones causadas 
por bacterias multirresistentes [10]. 
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Figura 2. Estructura química de los antibióticos β-lactámicos. Adaptada de Suárez y Gudiol, 2009 [11]. 
 
 
Mecanismo de acción 
Los antibióticos β-lactámicos son agentes bactericidas que actúan inhibiendo la última etapa 
de la síntesis de la pared celular bacteriana. Sus blancos moleculares son algunas de las 
enzimas que participan en las síntesis del peptidoglicano, denominadas penicillin-binding-
proteins o PBPs. 
Las bacterias gram negativas poseen una pared celular compleja que consta de una membrana 
externa formada por lipopolisacáridos, lípidos y proteínas y de una delgada capa interna de 
peptidoglicano (Figura 3) mientras que, las bacterias gram positivas, sólo poseen una pared 
gruesa compuesta de peptidoglicano y carecen de membrana externa. El peptidoglicano está 
constituido por largas cadenas glucosídicas unidas entre sí por puentes peptídicos. Las cadenas 
glucosídicas constan de dos aminoazúcares, N-acetilglucosamina (NAG) y ácido N-
acetilmurámico (NAM), dispuestos en secuencia alternada, unidos por enlaces glucosídicos β-
1,4. El NAM se encuentra sustituido por una cadena peptídica de cuatro aminoácidos que se 
une a otra de estas cadenas (de un NAM perteneciente a otra cadena glucosídica), ya sea 
directamente (en el caso de bacterias gram negativas y muchos gram positivos) o mediante un 
puente peptídico intermediario (en algunas bacterias gram positivas, que en el caso de 
Staphylococcus aureurs es un puente de pentaglicina), para formar un entramado denso de 
peptidoglicano (Figura 4). Los β-lactámicos actúan inhibiendo a las enzimas que forman esta 
unión (por transpeptidación) que es la última etapa de la síntesis de la pared celular, dejando a 
la pared debilitada y con posibilidad de romperse por la acción de las autolisinas y la presión 
osmótica intracelular  [12, 13]. 
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Figura 3. Envoltura de bacterias gram negativas. Adaptada de Prescott et al [14]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Representación de la ruta biosintética del peptidoglicano. Los nombres de las proteínas 
involucradas en la síntesis se encuentran en azul. Adaptado de Lovering et al, 2012 [15]. 
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La biosíntesis del peptidoglicano es un complejo proceso que involucra la participación de 
aproximadamente 20 reacciones enzimáticas tanto en el citoplasma celular como en la cara 
interna y externa de la membrana citoplasmática (Figura 4). La biosíntesis de los precursores 
del peptidoglicano comienza en el citoplasma con la síntesis de derivados UDP de NAG y NAM. 
Los aminoácidos son secuencialmente adicionados al UDP-NAM por acción de ligasas para 
formar un pentapéptido (los dos últimos residuos de D-alanina de este pentapéptido se 
incorporan como un dipéptido). El NAM-pentapéptido es transferido a un lípido transportador, 
el bactoprenol fosfato, de la membrana plasmática. UDP-NAG es utilizado para unir el NAG al 
NAM-pentapéptido que ya se encuentra unido al bactoprenol (en el caso de S. aureus en esta 
etapa se añaden también las cinco glicinas que serán luego utilizadas como puente). El 
complejo pentapéptido-disacárido formado es traslocado a la cara externa de la membrana 
unido al bactoprenol por una actividad de flipasa, y asociado a este transporte es 
multimerizado, quedando unido por un extremo al lípido transportador, ahora del lado de 
afuera de la membrana citoplasmática y desde allí es unido al esqueleto de peptidoglicano 
preexistente. El ensamble del peptidoglicano naciente a la pared preexistente está catalizado 
por un conjunto de enzimas denominadas PBPs (“Penicillin Binding Proteins”) [12]. Estas 
enzimas presentan una o más funciones catalíticas (dependiendo de la PBP); son capaces de 
polimerizar las cadenas nacientes de peptidoglicano (transglicosilasas), al mismo tiempo que 
unirlas entre ellas (D,D-transpeptidasas), romper enlaces peptídicos internos (D,D-
endopeptidasas) o eliminar las D-alaninas terminales con el objeto de regular el grado de 
entrecruzamiento del peptidoglicano (D,D-carboxipeptidasas) [16]. Las PBPs (y de allí su 
designación) que poseen función de transpeptidasa y carboxipeptidasa tienen la capacidad de 
fijar a las penicilinas y a otros β-lactámicos por ser el anillo β-lactámico de estos compuestos 
análogo estructural de los dos últimos aminoácidos del pentapéptido (D-alanina-D-alanina) 
que son el sustrato natural de estas enzimas. Los β-lactámicos se unen al sitio activo de las 
PBPs por acilación covalente impidiendo de esta manera que puedan cumplir su correcta 
función. A partir de esta unión, se produce también la inactivación del inhibidor de enzimas 
autolíticas de la pared bacteriana (autolisinas), que en condiciones normales  de crecimiento 
participan en la renovación de la pared, las cuales conducen a la lisis celular ya que la pared se 
debilita y es susceptible a la ruptura por la presión osmótica intracelular [15]. 
 
Mecanismos de resistencia 
En la lucha contra los antibióticos las bacterias han desarrollado diversas estrategias para 
escapar a su acción. Conocer y estudiar estas estrategias cobra crucial importancia para 
prevenir fallas terapéuticas, administrar el tratamiento correcto a cada paciente y reducir el 
uso de drogas de espectro extendido, disminuyendo así la posible selección de 
microorganismos resistentes. Además, realizar una vigilancia continua de las especies y los 
mecanismos de resistencia que se encuentran en ellas es importante para poder evaluar una 
posible diseminación de los mismos. 
Para los antibióticos β-lactámicos los mecanismos de resistencia conocidos son: la destrucción 
enzimática de la droga, la disminución de la afinidad o la sobreexpresión/adquisición de 
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blancos moleculares de baja afinidad, la modificación de las barreras de difusión o la expulsión 
del antibiótico a través de sistemas de eflujo.  
La resistencia mediada por modificación de las barreras de difusión o impermeabilidad y por 
los sistemas de eflujo tienen un papel relevante en la resistencia natural y adquirida de los 
microorganismos gram negativos pero, por sí mismos, no promueven altos niveles de 
resistencia adquirida, sino que cobran importancia cuando coexisten junto con otros 
mecanismos. La impermeabilidad se genera debido a la altercación en la cantidad o en la 
estructura de canales proteicos inespecíficos (porinas) presentes en la envoltura externa de las 
bacterias gram negativas que permiten la difusión de nutrientes relativamente pequeños e 
hidrofílicos y que son utilizadas por los β-lactámicos para ingresar al periplasma [17]. En la 
resistencia mediada por sistemas de eflujo participan complejos proteicos asociados a 
membrana que expulsan de manera activa productos tóxicos que han ingresado a la célula o al 
periplasma [18]. 
La modificación de los blancos moleculares puede estar mediada por alteraciones de las PBPs 
que involucran mutaciones puntuales o recombinación homóloga, o bien por la adquisición de 
una PBP extranumeraria o por la sobre expresión de una PBP natural de baja afinidad. 
Cualquiera de éstos genera como consecuencia la producción de proteínas con afinidad 
disminuida hacia los β-lactámicos. Estos mecanismos de resistencia ocurren sólo en algunas 
pocas bacterias gram positivas y gram negativas de importancia clínica [19-21].  
El mecanismo de resistencia principal tanto para bacterias gram positivas como gram negativas 
es la destrucción enzimática de los β-lactámicos por producción de proteínas con capacidad de 
hidrolizarlos llamadas β-lactamasas. En las enterobacterias (bacterias gram negativas entéricas 
que son objeto de estudio de este trabajo de tesis) como en el resto de las bacterias gram 
negativas, las β-lactamasas se encuentran concentradas en el periplasma. Su ubicación 
permite, a diferencia de lo que sucede con bacterias gram positivas donde las enzimas son 
expulsadas al medio, que no requieran de una producción masiva como tampoco una elevada 
eficiencia hidrolítica sobre los β-lactámicos para que sean efectivas sino que, pequeñas 
cantidades de éstas junto con la barrera de permeabilidad dada por la presencia de la 
membrana externa, pueden ser suficientes para conferir altos niveles de resistencia [22]. 
 
 
Las β-lactamasas 
El  uso de los antibióticos genera una constante presión selectiva que lleva a la selección de 
microorganismos cada vez más resistentes. Los antibióticos β-lactámicos son los 
antimicrobianos más utilizados en la práctica médica, y las β-lactamasas representan el 
mecanismo de resistencia más frecuente y relevante clínicamente frente a este grupo de 
drogas. 
Las β-lactamasas son enzimas que catalizan la hidrólisis irreversible del enlace amida del anillo 
β-lactámico, liberando productos biológicamente inactivos. Hasta hoy se han descripto más de 
1500 genes que codifican para algún tipo de β-lactamasa [23]. Estos genes pueden estar 
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localizados en el cromosoma bacteriano o estar presentes en plásmidos, potencialmente 
transferibles de una bacteria a otra, contribuyendo a la diseminación de la resistencia. Algunas 
β-lactamasas de codificación plasmídicas se encuentran altamente diseminadas a nivel 
mundial. Los genes que las codifican usualmente forman parte de otras estructuras 
transferibles, como los transposones y secuencias de inserción, que se encuentran embebidos 
en los plásmidos y que son estructuras capaces de movilizarse e intercambiar genes con el 
cromosoma bacteriano u otros plásmidos. También es frecuente encontrarlos formado parte 
de integrones, plataformas que permiten su reclutamiento y expresión, que a su vez son 
movilizadas como parte de los transposones [24]. 
Las β-lactamasas pueden clasificarse en base a sus características moleculares (clasificación de 
Ambler) o en base a sus propiedades funcionales (clasificación de Bush et al). La clasificación 
de Ambler, que fue propuesta en 1980 cuando sólo pocas muy pocas secuencias de β-
lactamasas eran conocidas, establece cuatro clases moleculares: A, B, C y D, teniendo en 
cuenta para ello la secuencia de aminoácidos y la presencia de motivos conservados. Dentro 
de esta clasificación, las β-lactamasas de clase A, C y D son serino-proteasas por poseer un 
residuo de serina específico en el sitio activo responsable de la hidrólisis del anillo β-lactámico, 
mientras que las β-lactamasas de clase B son metalo-β-lactamasas porque requieren de uno o 
dos iones de zinc para actuar [25-27]. En 1989 Bush et al propone otro esquema de 
clasificación, el cual fue modificado en 1995 y actualizado en 2010. Este esquema contempla el 
perfil de sustratos e inhibidores de las β-lactamasas así como el peso molecular y el punto 
isoeléctrico de las enzimas. Esta clasificación pretende agrupar a las β-lactamasas de manera 
que se pueda asociar su presencia a un fenotipo de resistencia determinado de los 
aislamientos bacterianos [27-29]. En la tabla 1 se resume la correlación entre ambos sistemas 
de clasificación. 
Además, es usual en la práctica clínica clasificarlas de manera más simplificada según su perfil 
de hidrólisis preferencial de sustratos en: penicilinasas (penicilina), cefalosporinasas 
(cefalosporinas clásicas), β-lactamasas de amplio espectro (BLEA) (penicilinas y cefalosporinas 
clásicas), β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) (penicilinas y cefalosporinas de primera, 
segunda, tercera y, dependiendo de la enzima, cuarta generación) y carbapenemasas 
(carbapenemes) [30, 31]. 
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Tabla 1: Clasificación de β-lactamasas. Adaptada de Bush et al, 2010 [29]. 
Clase 
molecular 
según 
Ambler 
Clasificación 
de Bush-
Jacoby 
(2009) 
Sustratos preferidos 
Inhibidas por 
Características 
Enzimas 
representativas 
CL o TAZ EDTA 
A 
2a Penicilinas Sí No 
Hidrolizan mejor 
becilpenicilina que 
cefalosporinas 
PC1 
2b 
Penicilinas y 
cefalosporinas de 
primera generación 
Sí No 
Similar hidrólisis de 
bencilpenicilina y 
cefalosporinas 
TEM-1, TEM-2, 
SHV-1 
2be 
Cefalosporinas de 
espectro extendido, 
monobactámicos 
Sí No 
Hidrólisis incrementada de 
oximino β-lactámicos 
(cefotaxima, ceftazidima, 
ceftriaxona, cefepime, 
aztreonam) 
TEM-3, SHV-2, 
CTX-M-15, 
PER-1, PER-2, 
VEB-1 
2br Penicilinas No No 
Resistentes a ácido 
clavulánico, sulbactam y 
tazobactam 
TEM-30, 
SHV-10 
2ber 
Cefalosporinas de 
espectro extendido, 
monobactámicos 
No No 
Hidrólisis incrementada de 
oximino β-lactámicos 
combinada con resistencia a 
ácido clavulánico, sulbactam y 
tazobactam 
TEM-50 
2c Carbencilina Sí No 
Hidrólisis incrementada de 
carbencilina 
PSE-1, CARB-3 
2ce Carbencilina, cefepime Sí No 
Hidrólisis incrementada de 
carbencilina, cefepime y 
cefpirome 
RTG-4 
2e 
Cefalosporinas de 
espectro extendido 
Sí No 
Hidrolizan cefalosporinas de 
espectro extendido. Son 
inhibidas por ácido clavulánico 
pero no por aztreonam 
CepA 
2f Carbapenemes Variable No 
Hidrólisis incrementada de 
carbapenemes, oximino β-
lactámicos, cefamicinas 
KPC-2, IMI-1, 
SME-1 
B 
(B1) 
3a Carbapenemes No Sí 
Espectro de hidrólisis 
ampliado incluyendo 
carbapenemes pero no 
monobactámicos 
IMP-1, VIM-1, 
CcrA, IND-1 
(B3) 
L1, CAU-1,  
GOB-1, FEZ-1 
(B2) 3b Carbapenemes No Sí 
Hidrolisis preferencial de 
carbapenemes 
CphA, Sfh-1 
C 
1 Cefalosporinas No No 
Hidrolizan mejor las 
cefalosporinas que las 
penicilinas; hidrolizan 
cefamicinas 
E. coli AmpC, 
P99, ACT-1, 
CMY-2, FOX-1, 
MIR-1 
1e Cefalosporinas No No 
Hidrólisis incrementada de 
ceftazidima y a veces de otros 
oximino β-lactámicos 
GC1, CMY-37 
D 
2d Cloxacilina Variable No 
Hidrólisis incrementada de 
cloxacilina u oxacilina 
OXA-1, OXA-10 
2de 
Cefalosporinas de 
espectro extendido 
Variable No 
Hidrolizan cloxacilina u 
oxacilina y oximino 
β-lactámicos 
OXA-11, 
OXA-15 
2df Carbapenemes Variable No 
Hidrolizan cloxacilina u 
oxacilina y carbapenemes 
OXA-23, 
OXA-48 
CL: ácido clavulánico; TAZ: tazobactam. 
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Serino β-lactamasas 
Estructura molecular  
Las serino β-lactamasas de las clases moleculares A, C y D son homologas a las PBPs (enzimas 
blanco de los antibióticos β-lactámicos) y se postula que emergieron de un ancestro común 
[32]. Generalmente son proteínas monoméricas constituidas por dos dominios estructurales, 
un dominio “todo-α” y otro dominio “α/β”, con el residuo de serina activo, esencial para la 
hidrólisis de los antibióticos, ubicado en una cavidad situada entre ambos dominios (Figura 5). 
Las enzimas de clase A y D están constituidas por menos de 310 aminoácidos y pesos 
moleculares inferiores o iguales a 31 kDa, mientras que las de clase C, poseen 
aproximadamente 360 aminoácidos y sus pesos moleculares superan los 35 kDa [23, 33].  
En la región N-terminal de la primera α-hélice (hidrofóbica y larga) del dominio “todo-α” 
(hélice α-2) se sitúa el residuo de serina activa (Figura 5). En la inmediata vecindad de este 
residuo existen varios elementos o motivos altamente conservados que conforman la 
estructura del sitio activo de las enzimas y están directa o indirectamente involucrados en el 
reconocimiento del sustrato y en el proceso catalítico (Tabla 2). Muchos de los residuos de 
estaos motivos forman, a su vez, un entramado denso y altamente conservado de puentes de 
hidrógeno que estabilizan la estructura de la cavidad catalítica (Figura 6). En las tres clases de 
serino enzimas la serina catalítica forma parte del motivo SXXK (Ser-Xxx-Xxx-Lys). Existen otras 
dos secuencias conservadas, el motivo (S/Y)XN (Ser/Tyr-Xxx-Asn) y el motivo K(T/S)G (Lys-
Thr/Ser-Gly) (cada una a una distancia diferente de la serina catalítica en cada clase de β-
lactamasa) (Tabla 2), además de un bucle formado por varios aminoácidos llamado Ω-loop. 
Sólo las enzimas de clase A poseen en este bucle un ácido glutámico conservado en posición 
166 y sólo las enzimas de clase D poseen otra secuencia conservada, la secuencia SXV (Ser-Xxx-
Val) con la serina de este motivo en posición 118 [23, 33]. 
 
 
Tabla 2. Principales características de las serino β-lactamasas. Adaptada de Bush et al, 2013 [23]. 
Clase molecular Peso molecular (kDa) Motivos de aminoácidos característicos 
A 
 
≤31 
 
S
70
TSK 
(SXXK) 
- S
130
DN 
(SXN) 
E
166
XXLN 
 
K
234
TG 
 
C 
 
>35 
 
S
64
TSK 
(SXXK) 
- Y
150
AN 
(YXN) 
- K
315
TG 
(KSG) 
D 
 
≤31 
 
S
70
TFK 
 
S
118
XV 
 
Y
144
GN 
(FGN) 
- K
216
TG 
(KSG) 
Los motivos más comunes se muestran en negrita, las secuencias alternativas entre paréntesis. Las X representan 
aminoácidos no conservados en esas posiciones. 
 
19 
 
 
Figura 5. Representación de la estructura secundaria y terciaria de una β-lactamasa de clase A.  
En violeta se muestran las hélices α y en lila las cadenas β. El motivo SXXK se encuentra coloreado en 
naranja, el motivo (S/Y)XN en verde, el motivo K(T/S)G en amarillo y el Ω-loop en rojo. La serina 
catalítica (ubicada en posición 70) se encuentra identificada. 
 
 
 
 
Figura 6. Residuos y red de puentes de hidrógeno (líneas punteadas) del sitio activo de la β-lactamasa 
de clase A TEM-1. La serina catalítica se ubica en posición 70. Las cadenas laterales de los residuos que 
intervienen en el proceso catalítico están identificadas. El motivo SXXK se encuentra coloreado en 
naranja, el motivo (S/Y)XN en verde, el motivo K(T/S)G en amarillo y el Ω-loop en rojo. Las dos moléculas 
de agua conservadas que intervienen en la catálisis se muestran como W1 y W2. 
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El motivo SXXK (Ser-Xxx-Xxx-Lys), que es el primer elemento conservado, se encuentra en la 
hélice α-2 y forma el “fondo” de la cavidad del sitio activo. Incluye a la serina catalítica y, una 
vuelta de hélice corriente abajo, a un residuo de lisina cuya cadena lateral apunta hacia el 
interior del sitio activo (Figura 5 y 6; motivo coloreado en naranja) [34]. La proximidad de las 
cadenas laterales de los residuos de serina y lisina, las cuales están unidas entre sí por puentes 
de hidrógeno, sugiere la participación de la lisina en el proceso catalítico. Algunos autores 
postulan que el papel de la lisina sería contribuir a orientar el protón del hidroxilo de la serina 
y facilitar así su transferencia al átomo de nitrógeno del β-lactámico durante el ataque 
nucleofílico que se produce en los primeros pasos del proceso de hidrólisis, por lo cual, esta 
lisina tendría una función importante en el mecanismo de acción de las enzimas durante la 
etapa de acilación [33, 34]. 
El motivo (S/Y)XN (Ser/Tyr-Xxx-Asn) es el segundo elemento conservado y se ubica en un 
pequeño bucle en el dominio “todo-α” formando una de las “paredes” de la cavidad catalítica 
(Figura 5 y 6; motivo coloreado en verde). Está constituido por un primer aminoácido 
hidroxilado (que en las β-lactamasas de clase A es casi exclusivamente serina y en las de clase 
C y D, tirosina), un segundo aminoácido que varía de una enzima a otra y un tercer aminoácido 
que es casi siempre asparagina. Para las enzimas de clase A, a este motivo se lo denomina 
comúnmente “bucle SDN” (Ser-Asp-Asn). Las cadenas laterales del primer y tercer aminoácido 
apuntan al interior del sitio activo, mientras que la del segundo residuo lo hace hacia el interior 
de la proteína (o “core”) probablemente cumpliendo un papel estructural [33]. El residuo de 
serina de este motivo podría participar también en la “movilización” del protón de la serina 
activa hacia el nitrógeno del β-lactámico. La asparagina en cambio, sería un dador de puentes 
de hidrógeno hacia el carbonilo de la cadena lateral del antibiótico, facilitando el correcto 
posicionamiento del sustrato para el ataque nucleofílico durante la etapa de acilación [33, 35]. 
El motivo K(T/S)G (Lys-Thr/Ser-Gly) se sitúa en la más interna de las cadenas β del dominio 
“α/β” formando la “pared” opuesta de la cavidad catalítica (Figura 5 y 6; motivo coloreado en 
amarillo). El primero de los residuos es un aminoácido con carga positiva y está seguido por 
uno hidroxilado; el tercero, estrictamente debe carecer de cadena lateral ya que su presencia 
impediría el acercamiento del sustrato. La cadena lateral de la lisina forma un puente de 
hidrógeno con el hidroxilo del residuo de S/Y (Ser/Tyr) del segundo motivo (Figura 6) y también 
estabilizaría el sustrato por formación de un puente de hidrógeno con el carboxilo libre del β-
lactámico [33, 36, 37].  
El bucle Ω-loop (Figura 5 y 6 coloreado en rojo) contiene un residuo cargado negativamente 
que ha sido tentativamente identificado en todas las enzimas pero sólo parece llevar a cabo 
una función catalítica en las β-lactamasas de clase A. En esta clase se enzimas el Ω-loop 
comprende 16 a 19 residuos y en la mayoría de los casos contiene la secuencia E166-X-E-L-
N170 (Glu166-Xaa-Glu-Leu-Asn170), en la cual los residuos Glu166 y Asn170 parecen ser 
esenciales para el correcto posicionamiento de una molécula de agua conservada muy cerca 
de la serina activa (Figura 6). La posición estratégica del Glu166 convierte a este residuo en 
candidato para cumplir un papel crítico en el mecanismo catalítico de las β-lactamasas de clase 
A [33, 38]. Se acepta que el residuo Glu166 actuaría como una base general (secuestrador de 
protones) incrementando primero la nucleofilicidad de la serina activa y luego activando la 
molécula de agua (W2) durante el paso de hidrólisis del intermediario acilado. La presencia de 
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este residuo sería imprescindible para que una β-lactamasa, a diferencia de las PBPs, pueda 
llevar a cabo eficientemente la desacilación [34, 39]. 
 
Mecanismo de acción de las β-lactamasas de clase A 
Nos centraremos en el mecanismo de acción sólo de las β-lactamasas de clase A ya que PER-2, 
β-lactamasa propia de este estudio, está comprendida dentro de esta clase.  
En líneas generales, una vez ubicado el antibiótico β-lactámico en el sitio activo de la enzima, 
el primer paso para la hidrólisis es la activación del grupo hidroxilo de la serina catalítica por un 
residuo que actúa como una base general. En las β-lactamasas de clase A, esta serina se 
encuentra en la posición 70, la cual, luego de su activación, realiza un ataque nucleofílico sobre 
el grupo carbonilo del anillo β-lactámico dando como resultado un intermediario tetrahédrico 
acilado de alta energía (‡1) (Figura 7). El paso siguiente es la protonación del nitrógeno del 
anillo β-lactámico que conduce al clivaje del enlace C-N y a la formación de la enzima acilada 
covalentemente, que adopta un estado de baja energía. El ataque por una molécula de agua 
catalítica lleva a un intermediario de desacilación de alta energía (‡2) con la consecuente 
hidrólisis de la unión del carbonilo β-lactámico y el oxígeno de la Ser70. La desacilación 
regenera la enzima activa y libera el β-lactámico inactivo [33, 40]. Para las enzimas de clase A, 
la teoría más aceptada sostiene que el Glu166 actúa activando una molécula de agua 
hidrolítica en el paso de desacilación [39]. El mecanismo de acilación es menos claro y existen 
dos hipótesis principales al respecto. La primera propone que el Glu166, a través de una 
molécula de agua, desprotonaría al hidroxilo de la Ser70 antes de la unión al β-lactámico [39, 
41] mientras que la segunda, sostiene que la Lys73 (perteneciente al primer motivo 
conservado) actuaría como la base general para desprotonar la Ser70 [42-44]. Existen estudios 
que demostraron que este último mecanismo es energéticamente más favorable y que 
existiría en competencia con el primero [43] y por ello los científicos se inclinan hoy hacia este 
mecanismo. Sin embargo, hay también otras ideas; una de ellas postula que la Ser130 del 
segundo motivo conservado tendría un papel en la desprotonación y otra donde la 
protonación del nitrógeno sería el primer paso para la hidrólisis del β-lactámico [45, 46]. 
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Figura 7. Mecanismo de hidrólisis propuesto para la penicilina por una β-lactamasa de clase A  
en la cual Glu166 participa en la activación de una molécula de agua para la acilación como para la 
desacilación. Las líneas de puntos representan los puentes de hidrógeno y los números  indican el orden 
general de los acontecimientos. Los intermediarios de alta energía se indican como ‡1 y ‡2.  
Extraída de Drawz et al, 2010 [40]. 
 
 
 
De forma simplificada, la reacción de hidrólisis general puede representarse de la siguiente 
manera:  
 
En este esquema, “E” es la β-lactamasa, “S” es el sustrato β-lactámico, “E:S” es el complejo de 
Michaelis, “E-S” es la enzima acilada y “P” el producto que carece de actividad antibacteriana. 
Las constantes de velocidad para cada paso están representadas por k1,  k-1, k2 y k3. Las 
constantes de asociación y disociación del complejo de preacilación son k1 y k-1 
respectivamente. k2 es la constante de velocidad de acilación y k3 la de desacilación. Este es el 
mecanismo de reacción más sencillo descripto y se propone que la enzima PER-2 en estudio 
sigue dicho mecanismo, al igual que la mayoría de las serino-β-lactamasas [40]. 
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La constante de Michaelis está definida por: 
 
donde la constante cinética Ks es (k-1+ k2)/ k1. El número de recambio kcat (o turnover) es un 
conjunto de constantes de velocidad que involucra múltiples pasos y puede ser definido como: 
 
además, 
 
Km expresada en términos de concentración, representa la afinidad relativa de encuentro ES. 
Un valor elevado de Km representa una afinidad pobre (elevada Ks). 
 
 
β-Lactámicos Inhibidores de β-lactamasas basados en su mecanismo 
El profundo impacto clínico producido por muchas β-lactamasas llevo al desarrollo de dos  
estrategias fundamentales para hacerles frente. Una de ellas consiste en el uso de antibióticos 
que no pueden ser hidrolizados por las β-lactamasas. La otra, en inhibir la actividad de las β-
lactamasas de forma irreversible por medio de compuestos llamados “inhibidores suicidas” o 
más correctamente “inhibidores basados en su mecanismo”,  para que un antibiótico β-
lactámicos acompañante esté disponible para actuar. 
En la actualidad existen tres inhibidores de β-lactamasas aprobados para su uso clínico que 
poseen una estructura β-lactámica: ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam, y más 
recientemente se agregó un inhibidor no β-lactámico denominado avibactam. Los tres 
primeros son efectivos frente a la mayoría de las β-lactamasas de clase A, pero no así frente a 
las enzimas de clase B, C o D, aunque algunas variantes de clase C y D pueden responder al 
menos parcialmente a los más potentes como tazobactam y en menor medida a ácido 
clavulánico. El ácido clavulánico es producido naturalmente por el Streptomyces clavuligerus y 
fue aislado de este microorganismo alrededor de 1975, mientras que el sulbactam y el 
tazobactam son moléculas sintéticas que fueron desarrolladas en 1978 y 1980 
respectivamente [47-49]. Aunque se sabe que estos inhibidores se unen a una o más de las 
PBPs,  en general tienen una inadecuada actividad antibacteriana intrínseca y por ello son 
administrados junto con los antibióticos β-lactámicos. Las combinaciones comerciales 
antibiótico/inhibidor disponibles en la mayoría de los países de América Latina son: 
amoxicilina/ácido clavulánico, amoxicilina/sulbactam, ampicilina/sulbactam y 
piperacilina/tazobactam). Estas combinaciones se indican para el tratamiento empírico inicial 
de infecciones respiratorias, intraabdominales, urinarias y ginecológicas, incluidas las de origen 
polimicrobiano [40, 50].  
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Estructuralmente el ácido clavulánico tiene un núcleo similar al ácido 6-amino-penicilánico con 
la sustitución del átomo de azufre por un átomo de oxígeno que incrementa la reactividad de 
la molécula y proporciona una afinidad mayor por las β-lactamasas y, además, carece de la 
cadena lateral en posición 6. El sulbactam es una sulfona semisintética derivada del ácido 
penicilánico y el tazobactam se diferencia del sulbactam por la presencia de un grupo triazol en 
posición 2 (Figura 8). En todos ellos el anillo β-lactámico esta fusionado a un anillo de cinco 
miembros el cual tiene la capacidad de fragmentarse en el proceso de inactivación de las 
enzimas [40].  
 
 
Figura 8. Estructura química de los inhibidores β-lactámicos. Extraída de Drawz et al, 2010 [40]. 
 
 
La similitud estructural de los inhibidores y de los antibióticos β-lactámicos provoca que el 
paso de reconocimiento y de acilación por las β-lactamasas sea semejante al de sus sustratos y 
es por ello que a estos compuestos se los denomina también “inhibidores basados en su 
mecanismo”. La inactivación de las enzimas propiamente dicha, es decir, de forma 
permanente, se produce luego de la formación del intermediario acilado a través de 
reacciones químicas secundarias en el sitio activo de las enzimas, con la apertura del anillo de 
cinco miembros del inhibidor y la posterior fragmentación del mismo que puede dar origen a 
distintos productos inactivos; de allí su designación como “suicidas”. 
A continuación se representa el mecanismo de inhibición general para enzimas de clase A. Éste 
es un mecanismo complejo que puede llevar a múltiples caminos luego de la formación del 
intermediario acilado. El mecanismo de inhibición por ácido clavulánico, así como muchos de 
los intermediarios y productos formados, fue bien estudiado en varias enzimas de clase A 
como TEM-1 y se piensa que para las mismas los tres inhibidores seguirían un mecanismo de 
inhibición similar [51-57]. 
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Una vez generado el intermediario acilado (E-I) los caminos que éste puede seguir son: (i) 
someterse a un cambio reversible donde la enzima es inhibida de forma transitoria, originando 
un tautómero (E-T), (ii) llevar a la inactivación permanente de la enzima por formación de 
especies aciladas de forma covalente (E-I*) o, (iii) regenerarse la enzima activa por hidrólisis (E 
+ P). La inhibición funcional de la enzima es determinada entonces por las constantes relativas 
de cada paso (k3, k4, k-4 y k5) y en particular por la formación de las especies E-I* [40]. 
Cinéticamente, la caracterización de la inhibición de cada enzima puede realizarse por medio 
de la determinación de la constante de inactivación kinact, que representa la velocidad de 
inhibición alcanzada a concentración infinita del inhibidor y por el valor de KI, que es la 
concentración de inhibidor necesaria para alcanzar la mitad de la kinact. También, se puede 
determinar la concentración inhibitoria 50 (IC50) que representa la cantidad de inhibidor 
requerida para disminuir al 50 % la velocidad de hidrólisis del sustrato que se obtiene en 
ausencia de inhibidor [40]. 
 
 
El ciclo de las β-lactamasas 
A mediados del siglo XX ocurrió la introducción y uso de los antibióticos, y desde entonces se 
convirtieron uno de los pilares del tratamiento de enfermedades  infecciosas. En aquella época 
se creía que el desarrollo de resistencia era poco probable ya que la frecuencia de mutaciones 
que pudiesen ocasionar resistencia era considerada demasiado baja por los expertos y era 
insospechado que las bacterias fuesen capaces de recoger e intercambiar información genética 
con tan extraordinaria facilidad y menos que pudiesen intercambiarla entre distintas especies. 
Los primeros antibióticos β-lactámicos utilizados fueron las penicilinas G y V. Éstos no era 
activos frente a bacterias gram negativas ya que no son capaces de atravesar de su membrana 
externa, pero sí frente a la mayoría de las infecciones causadas en ese momento por bacterias 
gram positivas que, a su vez, eran infecciones provocadas por estafilococos oportunistas. El 
constante uso de estos primeros β-lactámicos trajo como consecuencia en el corto plazo la 
selección de estafilococos resistentes productores de penicinilasas. De hecho, el primer indicio 
reportado de la existencia de estas enzimas tuvo lugar casi en el mismo momento en el que la 
penicilina comenzaba a ganar fama. Justamente Ernst Chain, junto a E. P. Abraham, fueron los 
primeros en describir, en 1940, una enzima bacteriana capaz de destruir a la penicilina [58].  
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Para contrarrestar este fenómeno se logra introducir en la molécula cadenas laterales cuyo 
tamaño producen un efecto protector por impedimento estérico contra aquellas β-lactamasas 
y por lo tanto, una muy baja afinidad por la droga. De esta manera se desarrollaron las 
primeras penicilinas semisintéticas como meticilina, oxacilina y cloxacilina, entre otras. Estos 
antibióticos, que coloquialmente fueron llamados “penicilinas resistentes a penicilinasas”, 
todavía presentaban el problema de no ser activos frente a bacterias gram negativas, hecho 
que impulsó la investigación para el desarrollo de nuevos β-lactámicos que tuviesen un 
espectro de acción más amplio. Así fue como, a mediados de la década del 60, se desarrollaron 
las primeras aminopenicilinas semisintéticas de amplio espectro como ampicilina y amoxicilina, 
por adición de un grupo amino en el C6. Además, en este momento, se introdujo la 
cefalosporina de primera generación cefalotina y luego otras cefalosporinas de primera 
generación. Pero el uso generalizado de estos nuevos y mejorados β-lactámicos proporcionó la 
presión suficiente para la selección de microorganismos gram negativos resistentes por 
producción de otras β-lactamasas [59]. Estas primeras enzimas descriptas, como TEM en 
Escherichia coli o SHV en Klebisella pneumoniae, fueron llamadas β-lactamasas de espectro 
ampliado (BLEA) ya que eran capaces de hidrolizar tanto penicilinas como cefalosporinas de 
primera generación. En un corto período de tiempo sus genes codificantes sufrieron una 
rápida diseminación a nivel mundial, mediada por plásmidos conjugativos, no sólo entre 
especies de E. coli y K. pneumoniae sino también, entre géneros de enterobacterias y bacilos 
gram negativos no fermentadores, que alarmó de sobremanera a los actores del sistema de 
salud.  
La emergencia de la resistencia a los β-lactámicos de amplio espectro resultó en el desarrollo a 
fines de la década del 60 y década del 70 de cefalosporinas de espectro extendido (las 
oximino-cefalosporinas como cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona) y más tarde, en la década 
del 80, del monobactámico aztreonam. Luego de unos años, el uso nuevamente excesivo de 
estos medicamentos, condujo a la emergencia de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) 
cuyo perfil de hidrólisis comprende aminopenicilinas, cefalosporinas de primera, segunda y 
tercera generación y monobactámicos. Las primeras BLEE identificadas fueron seleccionadas a 
partir de variantes mutacionales de las β-lactamasas de espectro ampliado TEM y SHV (como 
TEM-3 y SHV-2); en paralelo también se seleccionaron mutantes en los genes reguladores de 
unas β-lactamasas cromosómicas (denominadas AmpC), obteniéndose como consecuencia su 
sobreproducción y un consecuente fenotipo de resistencia en algunos gram negativos 
relevantes [22].  
A fines de la década del 80 comenzaron a aislarse de forma esporádica bacterias resistentes a 
cefotaxima por producción de otras β-lactamasas para las cuales se determinó que los genes 
que las codificaban no tenían relación con los genes codificantes de las enzimas preexistentes 
y, por lo tanto, se sospechó un origen evolutivo distinto. Estos novedosos genes fueron 
conocidos como blaCTX-M y son los que codifican la familia de BLEE actualmente más prevalente 
en todo el mundo [60]. A diferencia del modelo evolutivo de TEM y SHV, en el que se amplía la 
actividad de enzimas cuyos genes están ya dispersos en plataformas genéticas diseminables, 
éstos derivan de genes de enzimas que están codificados en el cromosoma de Kluyvera spp. tal 
como se describe más adelante. 
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Frente a este nuevo panorama se introdujeron las cefalosporinas de cuarta generación, como 
cefepime (que pueden ser utilizadas frente a los microorganismos que expresan AmpC de 
forma desreprimida) y los carbapenemes (primero imipenem y luego meropenem). Estos 
antibióticos de última línea son activos frente a los microrganismos que expresan BLEE y a 
bacilos gran negativos no fermentadores multirresistentes, que se detectaban con una 
frecuencia cada vez más alarmante. Sin embargo, como ahora sí era esperado, a principios de 
la década del 90 emergieron los primeros aislamientos con resistencia adquirida a 
carbapenemes mediada por la producción de carbapenemasas [61, 62]. Las enzimas de tipo 
KPC (K. pneumoniae carbapenamasa) son las carbapenemasas más ampliamente diseminadas 
a nivel mundial y restringen las alternativas terapéuticas dado que, además de los 
carbapenemes, hidrolizan todas las demás clases de β-lactámicos [63].  
Es notorio cómo la introducción de un nuevo β-lactámico combinado a su uso constante y 
desmedido fue seguido siempre por la aparición de β-lactamasas nuevas o modificadas que 
exhibieron espectros acción cada vez mayores, iniciando así y alimentando el llamado “ciclo de 
las β-lactamasas” [64, 65]. En la era de los antibióticos, las enzimas constantemente 
evolucionaron para ser más prevalentes, para aparecer en nuevos hospedadores, para conferir 
a las bacterias productoras altos niveles de resistencia, para ser adquiridas por medio de 
plásmidos y para cambiar sus propiedades catalíticas incrementando la afinidad por aquellos 
antibióticos que se creían que no eran sustratos de las mismas. En este escenario poco 
alentador  algunas enzimas además fueron capaces de evolucionar y reducir su afinidad por los 
inhibidores de β-lactamasas, compuestos que fueron introducidos en los años 80, como es el 
caso de las β-lactamasas TEM resistentes a los inhibidores (IRT en sus siglas en inglés), 
variantes mutacionales de las BLEA TEM-1 o 2 [66]. 
 
 
BLEE e IRT: origen y evolución 
Cada familia de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE), tal como las conocemos hoy en 
día, se piensa que emergió o evolucionó siguiendo una de dos posibles rutas o modelos. El 
primer modelo sugiere que las BLEE emergieron a partir de las BLEA por acumulación de 
mutaciones en aminoácidos claves los cuales determinaron la expansión su espectro de acción. 
El segundo modelo plantea que las BLEE emergieron por reclutamiento de genes pre-
existentes residentes en el ADN cromosómico de especies no patógenas o ambientales de los 
que fueron capturados como genes “preformados” a través de eventos de recombinación y 
movilización por diferentes tipos de plataformas de expresión como transposones o integrones 
las cuales pasaron a formar parte de estructuras plasmídicas. Esto puede haber ocurrido aún a 
partir de microorganismos que resulten sensibles a las oximinocefalosporinas, ya que depende 
de su nivel de expresión. En los plásmidos, los genes de las β-lactamasas se encontraron bajo la 
acción de promotores más fuertes y pudieron expresarse de manera tal de generar niveles 
elevados de resistencia [60, 67, 68]. Como ejemplo del primer modelo podemos citar el 
surgimiento de las BLEE derivadas de TEM y SHV [22, 69-71], mientras que, para el segundo 
modelo, podemos encontrar a las enzimas de la familia CTX-M derivadas de genes 
cromosómicos de Kluyvera spp. [22, 68, 72-77]. 
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Por otra parte, como fue comentado anteriormente, existen algunas enzimas que 
evolucionaron para ser menos susceptibles a la inhibición por los inhibidores de β-lactamasas 
gracias a mutaciones en residuos asociados al sitio activo diferentes de los que originaron las 
BLEE. Estas enzimas son derivadas de las BLEA TEM-1 o 2 y son las llamadas TEM resistentes a 
inhibidores (IRT) [71]. También existen TEM de mecanismo complejo (CMT) que combinan un 
espectro extendido de acción con la resistencia a los inhibidores [71]. La presencia de este tipo 
enzimas en los aislamientos clínicos lleva serios problemas tanto a la hora de la detección 
como en el tratamiento de los pacientes ya que las posibilidades de usos de antibióticos o 
inhibidores se ven acotadas y más aún, si estas enzimas están presentes juntos a otros 
mecanismos de resistencia u otras β-lactamasas.  
En Argentina las BLEE de mayor prevalencia son las CTX-M (principalmente CTX-M-2 y 15) y 
PER-2 [22, 78-80]. Esta última es una enzima muy particular ya que fue descripta casi 
exclusivamente en nuestro país y en pocos países limítrofes [22, 80-84]. Sin embargo, es difícil 
conocer la prevalencia global de esta enzima ya que en otras regiones del mundo se utilizan 
cebadores para su detección que fueron diseñados a partir de blaPER-1 que, por su baja 
homología, no sirven para detectar blaPER-2. Ambas familias de β-lactamasas parecen haber 
emergido siguiendo el segundo modelo de evolución propuesto y fueron encontradas 
asociadas a elementos móviles como secuencias de inserción (IS) o integrones asociados a 
plásmidos. Se demostró que las CTX-M derivadas provienen de especies de Kluyvera, un 
microorganismo que comúnmente se encuentra en el medio ambiente y esporádicamente es 
aislado en la clínica [68, 72-77]. En cuanto a PER-2 y a la familia PER en general, aún no fue 
posible determinar su origen. Sin embargo, las secuencias que se hallaron en el entorno de los 
genes blaPER poseen un elevado grado de identidad con genes provenientes de especies 
ambientales como Aeromonas spp. u otros microorganismos de origen acuático, hecho podría 
sugerir un mecanismo de evolución similar al de los genes  blaCTX-M [84-87].   
 
 
TEM resistentes a inhibidores (IRT) 
La β-lactamasa TEM-1, es el determinante de resistencia plasmídico más diseminado a nivel 
mundial en bacterias gram negativas. Hidroliza eficientemente penicilinas y cefalosporinas de 
primera generación y muestra una sorprendente plasticidad funcional en respuesta a la 
introducción de nuevas drogas derivadas de estos antibióticos. Desde su descubrimiento en 
1963 [59], más de 170 variantes con diferentes fenotipos de resistencia han sido aisladas de 
muestras clínicas en todo el mundo. Además de esta evolución natural, fueron realizados 
muchos experimentos de evolución in vitro [88]. 
Las IRT se describieron por primera vez en los años 90 [89]. Éstas fueron detectadas en varios 
aislamientos de Escherichia coli, pero también, en otras especies como Klebsiella pneumoniae, 
K. oxytoca, Proteus mirabilis y Citrobacter freundii [65, 90-93]. Estas enzimas difieren de TEM-
1/2 en uno, dos o tres aminoácidos que alteran la actividad de los inhibidores basados en 
mecanismo pero, al mismo tiempo, disminuyen la afinidad por los sustratos β-lactámicos. Los 
aislamientos productores de IRT se comportan entonces como resistentes o intermedios a la 
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combinación β-lactámico con ácido clavulánico pero sensibles a las cefalosporinas, 
convirtiéndolos en indistinguibles de aquellos aislamientos productores de cierto tipo de 
enzimas OXA [94].  
Si se analizan las IRT descriptas, las principales mutaciones ocurren en las posiciones 69, 130, 
165, 244, 275 y 276 (Figura 9) [95]. Estos sitios son diferentes de aquellos que llevan a un 
espectro de acción extendido. Cinéticamente, la mayoría de las IRT poseen baja eficiencia 
catalítica (kcat/Km) frente a la mayoría de los sustratos cuando se las compara con TEM-1 como 
resultado de la disminución de los valores kcat y el incremento de los valore de Km. Además, 
todas las IRT poseen valores de IC50 y KI para los inhibidores de β-lactamasas mayores que los 
de TEM-1. Para estas enzimas, sulbactam se comporta como el peor inhibidor (con los mayores 
valores de IC50 y KI) mientras que tazobactam es el inhibidor más activo (con bajos valores de 
IC50 y KI) [94]. 
 
Figura 9. Estructura tridimensional de la β-lactamasa TEM-1. Los principales aminoácidos que se 
encuentran sustituidos en las IRT se encuentran identificados. La serina activa se marca en posición 70. 
 
En cuanto al mecanismo de inhibición, ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam presentan 
un mecanismo similar para las β-lactamasa TEM que involucra la unión covalente con Ser70 y 
una modificación covalente de Ser130 [54, 96, 97]. Salvo para las IRT, donde el aminoácido 
mutado es Ser130, se hace difícil comprender los mecanismos por los cuales las mutaciones en 
aminoácidos que se encuentran alejados de Ser130 o Ser70 generan los fenotipos IRT. La 
explicación más aceptada es que el impacto de estas sustituciones produce el 
reacomodamiento del entorno local de Ser130 perturbando su función [97]. 
Si prestamos especial atención a Arg244 de TEM-1 o SHV-1 (más adelante veremos por qué), 
ésta está localizada en la cadena β4 y su cadena lateral larga descansa sobre la cadena β3 al 
borde del sitio de unión (Figura 9). Se mantiene en su sitio gracias a la formación de dos 
puentes de hidrógeno con Ans276 y se cree que, junto con el grupo carbonilo de Val216, el 
grupo guanidinio de Arg244 es responsable de mantener en su lugar a una molécula de agua 
conservada (Figura 10). Esta molécula de agua actuaría como una fuente de protones 
importante para el mecanismo de inactivación, favoreciendo la apertura del anillo de cinco 
miembros del ácido clavulánico y, al mismo tiempo, favoreciendo el posicionamiento de los 
30 
 
sustratos e inhibidores por unión al carboxilato del carbono C3/C4 de los mismos. Arg244, a 
través de su grupo guanidinio, también contribuiría directamente a la afinidad por los 
sustratos por la formación de una unión puente de hidrógeno directa también con el 
carboxilato del carbono C3/C4 de los β-lactámicos (Figura 10) [54, 98-100]. En varias IRT 
Arg244 se encuentra sustituida por aminoácidos de cadena lateral más corta como leucina, 
treonina, serina, histidina o cisteína [95]. Se cree que el reemplazo de la arginina por estos 
aminoácidos de cadena lateral corta resultaría en la falta de activación de la molécula de agua. 
Esta idea fue confirmada por la resolución de la estructura cristalográfica de TEM-30 
(Arg244Ser) (PDB: 1LHY) en la cual la molécula de agua en cuestión está ausente. Se piensa que 
su ausencia disminuye la afinidad de unión por los inhibidores y hace que la molécula de 
inhibidor se aleje de Ser130 (con la cual debe reaccionar) ya que, como se comentó 
anteriormente, la molécula de agua, que es uno de los principales puntos de unión al 
carboxilato del carbono C3 del inhibidor, se perdió. La vía hidrolítica también se encuentra 
afectada por esta perturbación pero se postula que la reacción de inhibición se afecta aún más 
[97]. 
 
Figura 10. Contribución propuesta de Arg244 de TEM-1 a la inactivación por ácido clavulánico.  
Extraída Thomson et al., 2006 [99]. 
 
 
Las β-lactamasas PER  
Dentro de la clase molecular A que comprende un gran número de serino β-lactamasas, las 
enzimas PER son un grupo de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) de sólo ocho 
miembros, circunscriptas sólo a pocos lugares en el mundo [22]. Dentro de la clasificación de 
Bush et al las β-lactamasas PER pertenecen al grupo 2be, hidrolizan de manera eficiente 
oximino-cefalosporinas como cefotaxima y ceftazidima y son inhibidas por los inhibidores 
clásicos como ácido clavulánico, tazobactam o sulbactam. 
PER-1 (“Pseudomonas Extended Resistance”) fue la primera descripta en un aislamiento de 
Pseudomonas aeruginosa recuperado del tracto urinario de un paciente turco que fue 
hospitalizado en Francia en 1991 [101] y desde entonces se ha detectado en algunos otros 
países europeos y asiáticos principalmente en las especies P. aeruginosa y A. baumannii [22, 
101-105]. Otras enzimas relacionadas con PER-1 son PER-3, -4, -5 (cuya secuencia fue 
determinada de forma parcial), -7 y -8, de las cuales existen escasos reportes [22, 106, 107]. 
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PER-2 fue detectada por primera vez en una cepa de Proteus mirabilis aislada en Argentina en 
1989 y fue llamada originalmente ARG-1 [108]. Sin embargo, el gen que la codifica fue 
descripto años después y nombrado como blaPER-2. Este gen se halló en una cepa de Salmonella 
Typhimurium aislada también en Argentina, codificado en un plásmido conjugativo [109]. 
Desde el primer reporte, PER-2 se ha detectado en otras especies de enterobacterias  y en 
otros países limítrofes como Uruguay, Bolivia, Chile y Brasil, aunque esta enzima es 
particularmente prevalente en Argentina y en Uruguay [22]. En nuestro país, en el año 2003, 
producía casi el 10 % de la resistencia a oximino-cefalosporinas en K. pneumoniae y el 5 % en 
E. coli, siendo la segunda enzima prevalente en aislamientos clínicos luego de las CTX-M [80]. 
PER-2 fue caracterizada bioquímicamente en nuestro laboratorio a partir de un aislamiento 
clínico de Citrobacter freundii (C. freundii 33587), y se determinaron también las regiones 
flanqueantes del gen [84]. El gen blaPER-2 se encontró ubicado en un plásmido de alto peso 
molecular (pCf587) capaz de ser transferido por conjugación junto a otros marcadores de 
resistencia a aminoglucósidos, trimetoprima/sulfametoxazol y cloranfenicol. Corriente arriba 
del gen se encontró parte de la secuencia de inserción ISPa12/IS1387a, la cual se vio asociada 
también al gen blaPER-1 en diferentes aislamientos de bacilos gram negativos tanto en material 
cromosómico como plasmídico (Figura 11) [84-86]. Se propusieron dos posibles regiones 
promotoras para el gen blaPER-2 y parece evidente que el promotor ubicado a 227 pb corriente 
arriba del codón de inicio del gen, el cual está embebido en la secuencia de inserción asociada, 
es necesario para obtener los altos niveles de resistencia observados en los microorganismos 
productores y por lo tanto, la asociación IS-blaPER-2 parece imprescindible [84]. Corriente abajo 
del gen blaPER-2, a una distancia de 73 nucleótidos, se encontró un marco de abierto lectura 
(ORF) de 576 pb que corresponde a un gen tipo gst (gst-like) que codifica para una proteína 
hipotética con un 51 % de identidad aminoacídica con una potencial enzima glutatión S-
transferasa presente en los microorganismos acuáticos Alteromonas macleodii y Marinobacter 
aquaeloei [84]. Este gen, de forma completa o trunca, se encontró también corriente abajo de 
los genes blaPER-1, blaPER-3, blaPER-6, blaPER-7 y blaPER-8 en diversas especies (Figuras 11 a 16). Un 
segundo ORF, llamado abct, se encontró corriente abajo del gen gst-like en el C. freundii 33587 
(Figura 11) [84]. La secuencia aminoacídica deducida de este gen posee un 87 % de identidad 
con un potencial transportador ABC de Shewanella oneidensis. Este gen, de forma completa o 
trunca, se encontró también en otras especies productoras de PER-1, PER-3 y PER-8 corriente 
abajo del gen gst-like (Figuras 11, 12, 13, 15 y 16). 
El entorno genético de blaPER-1 puede dividirse en dos grupos. Por un lado se encuentran las 
estructuras convencionales similares a blaPER-2 (blaPER-1-gst-abct) flanqueadas por la secuencia 
de inserción ISPa12 e ISPa13 del transposón Tn1213 que se describieron principalmente en 
patógenos diseminados en países europeos (Figura 11). Por otro, aquellas asociadas a 
integrones complejos de clase 1 (ISCR1-blaPER-1-gst-abct) que tienen la particularidad de haber 
sido descriptas en aislamientos hasta la fecha sólo recuperados en China (Figura 12). Esta 
diferencia en los entornos podría deberse a que la diseminación de blaPER-1 en las diferentes 
poblaciones bacterianas ocurrió por vías diferentes en cada región geográfica [110, 111]. 
PER-3 fue descripta en tres ocasiones, dos en Aeromonas caviae y una en Aeromonas punctata 
[107]. En los dos casos donde se estudió el entorno, el gen blaPER-3 fue encontrado en 
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integrones complejos de clase 1. En uno de estos entornos pudieron ser observados los genes 
gst-like y abct corriente abajo de blaPER-3 (Figura 13).  
PER-4 sólo se detectó en una ocasión en una cepa de Proteus vulgaris pero su entorno 
genético no fue descripto (número de acceso de GenBank: EU748544) y PER-5 en una cepa de 
A. baumannii aunque su secuencia nucleotídica no se determinó completamente (número de 
acceso de GenBank: EU687473). 
PER-6 fue descripta en especies de Aeromonas. En éstas el extremo 5’ de gen gst-like se halló 
corriente abajo del gen blaPER-6 con aproximadamente 86 % de identidad nucleotídica con los 
genes gst-like ubicados corriente abajo de blaPER-1 y blaPER-2 (Figura 14) [87, 112]. 
PER-7 fue reportada en dos ocasiones formando parte de integrones inusuales (complejos) de 
clase 1, una en el cromosoma de A. baumannii y la otra en un plásmido recuperado de otra 
cepa de la misma especie. Corriente abajo del gen codificante de PER-7 plasmídica se encontró 
el gen gst-like y una versión trunca de abct (Figura 15) [106, 113]. 
Por su parte el entorno de blaPER-8 fue descripto en una cepa de Acinetobacter baumannii 
(número de acceso de GenBank: AB985401) el cual se encontró formando parte de un integrón 
complejo de clase 1 y corriente abajo del gen también se encontraron los genes gst-like y abct 
(Figura 16). 
Como se ve, casi siempre los genes gst-like y abct se encuentran codificados corriente abajo de 
los distintos genes blaPER. Esto sugiere que los genes blaPER pueden tener su origen en el 
cromosoma de alguna especie acuática de la cual fueron capturados por distintas plataformas 
genéticas y diseminados en diversas especies. 
 
Figura 11. Representación esquemática del gen blaPER-2 y secuencias vecinas comparadas con algunas 
de aquellas descriptas para blaPER-1. (A) Citrobacter freundii 33587 (codificación plasmídica); (B) 
Salmonella Typhimurium y Acinetobacter baumannii (codificación plasmídica); (C) Pseudomonas 
aeruginosa, Acinetobacter baumannii (codificación cromosómica) y Alcaligenes faecalis (codificación 
plasmídica); (D) Providencia stuartii (codificación cromosómica). *, nombres alternativos dados por 
diferentes referencias. Modificada de Power et al, 2007 [84]. 
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Figura 12. Representación esquemática del gen blaPER-1 y secuencias vecinas encontradas en 
integrones de clase 1 en diferentes especies. (A) Acinetobacter johnsonii XBB1; (B) Aeromonas punctata 
159; (C) Vibrio cholerae no-O1, no-O139. Adaptada de Wu et al, 2015 [114]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Representación esquemática del gen blaPER-3 y secuencias vecinas. (A) Secuencia de genes 
identificados en Aeromonas caviae (número de acceso de GenBank: LFXO01000143); (B) Secuencia de 
genes identificados en Aeromonas punctata (número de acceso de GenBank: AY740681). 
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Figura 14. Representación esquemática del gen blaPER-6 y secuencias vecinas. (A) Secuencia de genes 
identificados en Aeromonas veronii aislamiento 25 y A. allosaccharophila aislamientos 26 y 27; (B) 
Secuencia de genes identificados en A. allosaccharophila AL-1. Extraído de Girlich et al, 2011 [112]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Representación esquemática del gen blaPER-7 y secuencias vecinas. (A) Secuencia de genes 
identificados en plásmido de Acinetobacter baumannii. Extraída de Opazo et al, 2012 [113]; (B) 
Secuencia de genes identificados en cromosoma de Acinetobacter baumannii.  
Extraída de Bonnin et al, 2011 [106]. 
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Figura 16. Representación esquemática del gen blaPER-8 y secuencias vecinas, descriptas en 
Acinetobacter baumannii (número de acceso de GenBank: AB985401). 
 
 
La enzima PER-6 comparte 94 % de identidad y 97 % de similitud aminoacídica con PER-2. Sin 
embargo, los datos bibliográficos muestran una menor eficiencia catalítica (kcat/Km) en 
comparación a PER-2 para la mayoría de los β-lactámicos debido principalmente a un aumento 
importante en los valores de Km [87]. Si se compara PER-2 con PER-1, comparten 88 % de 
identidad aminoacídica como proteína madura y ambas muestran buena eficiencia catalítica 
(kcat/Km) a la mayoría de los β-lactámicos, por lo general caracterizada por valores similares 
para ambas cefalosporinas de tercera generación (ceftazidima y cefotaxima) aunque, para PER-
2, parece ser casi un orden de magnitud más alto que para PER-1 [84, 115].  
Sólo la estructura cristalográfica de PER-1 ha sido resuelta [116]. Su estudio, reveló la 
presencia de una cavidad catalítica más amplia comparada con otras enzimas de clase A, 
debido principalmente a la presencia de un Ω-loop con mayor cantidad de aminoácidos, que 
podría servir para acomodar más fácilmente a los sustratos voluminosos como las oximino-
cefalosporinas cefotaxima y ceftazidima y provocar una hidrólisis más eficiente de éstos. 
También se ha estudiado el papel de diferentes residuos aminoacídicos para el mantenimiento 
de su estructura y función, mediante ensayos de mutagénesis dirigida [115, 117]. En cuanto a 
PER-2, los modelos computacionales que hemos generado tomando como base la estructura 
cristalográfica de PER-1 (PDB: 1E25)  y el análisis de la secuencia de aminoácidos, predicen un 
plegamiento similar de la proteína con su particular Ω-loop amplio y una cavidad catalítica más 
grande. De esta enzima, como del resto de las variantes de PER, no se conocen variantes 
mutacionales naturales con perfiles de resistencia diferentes o con sensibilidad disminuida a 
inhibidores.    
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La plasticidad de la carga positiva en el sitio activo de las β-lactamasas 
de clase A 
Como se comentó anteriormente, Arg244 de TEM-1/SHV-1 es un aminoácido importante tanto 
para la interacción con los sustratos como con los inhibidores. Si se realiza el alineamiento de 
las secuencias de aminoácidos de las β-lactamasas de clase A, se ve que Arg244 no está 
conservada en todas las enzimas, pero si se analizan las secuencias junto con las estructuras 
tridimensionales de estas proteínas, parecería haber conservación de una carga positiva en la 
misma región espacial que Arg244 de TEM-1/SHV-1 que resulta de la presencia de una arginina 
en posiciones 220, 244 o 276 según las distintas β-lactamasas (Figura 17 y Tabla 3) [33, 118-
120]. Parecería, por lo tanto, que en las β-lactamasas de clase A existe una conservación de 
una propiedad estructural sin una estricta conservación de la secuencia.  
Con nuestro equipo de trabajo, tomando como referencia la estructura cristalográfica de PER-1 
(PDB: 1E25) [116], se realizó el modelado tridimensional de la enzima PER-2, el cual fue 
superpuesto espacialmente con la estructura cristalográfica de SHV-1 (PDB: 2H0T) (Figura 18). 
A partir de esta comparación se pudo apreciar que en el espacio ocupado por Arg244 de SHV-1 
(también de TEM-1), en PER-2 existe otra arginina ubicada en posición 220 en la secuencia de 
aminoácidos, concordante con lo observado para otras β-lactamasas de clase A (Tabla 3). 
 
 
 
Figura 17. Representación de las supuestas posiciones asumidas para los grupos guanidinio de las 
argininas en posiciones 220, 244 y 276. Adaptada de Matagne et al, 1998 [33]. 
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Tabla 3. Posición de la carga positiva en el sitio activo de las β-lactamasas.  
Adaptada de Marciano et al, 2009 [118]. 
β-lactamasa 220 244 276 272
a
/274 
TEM-1 (1M40)b Leu Argc Asn Meta 
TEM-30 (1LHY) Leu Ser Asn Meta 
SHV-2 (1N9B) Leu Arg Asn Meta 
PSE-4 (1G68) Leu Arg Asn Meta 
GES-1 (2QPN) Thr Arg Asp Alaa 
L2 (1N4O) Cys Arg Ala Tyra 
B. licheniformis (1I2S) Leu Arg Asp Tyr 
PC1 (1BLC) Leu Arg Asp Pro 
E. faecalis (3CG5) Arg Ile Ala Asna 
PER-1 (1E25) Arg Thr Glu Sera 
M. tuberculosis (3CG5) Arg Ala Glu Pro 
S. albus G (1BSG) Arg Asn Asp Arg 
SME-1 (1DY6) Arg Ala Asp His 
NMC-A (1BUE) Arg Ala Asp His 
KPC-2 (2OV5) Arg Ala Glu His 
M. fortuitum (2CC1) Ser Thr Arg Asn 
CTX-M-14 (1YLT) Ser Thr Arg Ser 
TOHO-1 (1IYS) Ser Thr Arg Arg 
K1 (1HZO) Ser Thr Lys Tyr 
SED-1 (3BFE) Ser Thr Lys Trp 
a La extensión de la hélice α11 causa que la posición 272 ocupe una posición similar a la 
274. b Las entradas del PDB se encuentran entre paréntesis. c Los residuos cargados 
positivamente se encuentran resaltados en negrita. 
 
 
 
Figura 18. Modelos tridimensionales superpuestos de las proteínas PER-2 (rosa) y SHV-1 (verde claro) 
asociada a ácido clavulánico (molécula naranja). La estructura de PER-2 fue modelada utilizando como 
base la estructura cristalográfica de PER-1 (PDB: 1E25), mientras que la estructura de SHV-1 asociada a 
ácido clavulánico (PDB: 2H0T) corresponde a la estructura cristalográfica. Sólo se muestran los sitios 
activos de las proteínas y los aminoácidos más importantes. 
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HIPÓTESIS Y JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 
Desafortunadamente, como queda claro por las evidencias expuestas en la introducción, las β-
lactamasas se encuentran en constante evolución hacia nuevas formas con perfiles de 
hidrólisis modificados o con susceptibilidad disminuida frente a los inhibidores basados en su 
mecanismo. Estas enzimas que están constantemente emergiendo en el ámbito clínico, ponen 
en riesgo el uso de las terapias antibióticas convencionales. 
Dado que las β-lactamasas prevalentes en nuestro país parecen haber emergido a partir de 
genes preexistentes residentes en el cromosoma de especies ambientales y que hasta el 
momento no se han reportado casos de variantes mutacionales, surge el interrogante de si 
estas enzimas poseen la capacidad continuar evolucionando por medio de la acumulación de 
mutaciones y mejorar sus aptitudes hidrolíticas y/o ser menos susceptibles a la inhibición por 
inhibidores de β-lactamasas.  
Las β-lactamasas PER, son consideradas proteínas particulares por sus características 
estructurales diferenciales comparadas con los otros miembros de la misma clase. PER-2 es 
una enzima prevalente en aislamientos de enterobacterias en Argentina y se ha reportado 
además en muy pocos países de Sudamérica. Debido estas dos características, estructurales y 
de distribución geográfica, su estudio resulta sumamente importante y es propio de ser 
realizado por nuestro equipo de trabajo.  
Estudios de mutagénesis similares a las mutaciones que presentan las variantes de TEM fueron  
llevados a cabo para PER-1. En estos estudios se estableció el papel de algunos de los 
aminoácidos implicados posiblemente en la acción catalítica y/o resistencia a ciertos 
antimicrobianos [115, 117]. Los modelos computacionales planteados por nuestro equipo 
tomando como base la estructura cristalográfica de PER-1 muestran que, para PER-2, el 
residuo de arginina en posición 220 es un aminoácido candidato para ser analizado y se 
plantea que la sustitución de éste podría conferirle a la enzima propiedades catalíticas 
diferentes y/o una disminución en la sensibilidad a la inhibición por los inhibidores basados en 
mecanismo como ocurre con las β-lactamasas TEM/SHV resistentes a inhibidores. Además, es 
posible que el residuo de treonina ubicado en posición 237 tenga también un papel 
importante para la funcionalidad de la enzima. Por los modelos generados se ve que éste se 
encuentra cerca de Arg220 con la cual podría estar estableciendo uniones de tipo puente de 
hidrógeno. Por lo tanto, la mutación de este aminoácido es otro punto importante de estudiar 
y se piensa que su sustitución podría generar consecuencias similares a las planteadas para la 
sustitución de Arg220. Es importante aclarar que todas nuestras hipótesis están basadas en 
modelos simulados de la proteína PER-2, por lo cual la resolución de su estructura 
cristalográfica es fundamental para poder darle un mayor peso a las hipótesis y para poder 
plantearnos nuevos interrogantes y sitios posibles de mutación. 
Un estudio de estas características consideramos que es relevante de ser realizado por dos 
razones principales. Por un lado, porque sería de crucial importancia si se considera que estas 
variantes podrían emerger por la constante presión selectiva que genera el uso de antibióticos 
y su aparición pondría jaque el arsenal de antibióticos con el que contamos en el presente. Por 
otro lado, porque en los últimos tiempos se ha renovado el interés de los científicos por el 
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descubrimiento de nuevas moléculas de antibióticos y nuevos inhibidores de β-lactamasas, 
para lo cual se requiere de la mayor cantidad de detalles y datos sobre las enzimas a las cuales 
están destinadas las síntesis de estas nuevas moléculas. Un detalle más profundo de las 
estructuras de las enzimas y de su posible evolución es interesante para intentar guiar los 
descubrimientos y minimizar las posibles fallas terapéuticas a futuro.  
En líneas generales, el estudio de diferentes variantes enzimáticas de la β-lactamasa PER-2 
permitirá profundizar en el análisis del papel de los distintos residuos aminoacídicos que la 
conforman en términos de actividad e interacción con las diferentes moléculas de β-
lactámicos, ya sean sustratos o inhibidores, o en términos de estabilidad de la proteína. La 
combinación de este análisis bioquímico con uno fenotípico proporcionado por la 
susceptibilidad de clones productores de la enzima salvaje o de las variantes mutacionales 
derivadas frente a los β-lactámicos, proporcionará profundos conocimientos en el significado 
biológico de las diferentes modificaciones. Desde un enfoque global esperamos que este 
trabajo pueda contribuir en el diseño y evaluación de nuevas moléculas con capacidad de 
inhibir las β-lactamasas más prevalentes de nuestro medio, teniendo en cuenta las 
características particulares de PER-2 en cuanto a su estructura diferencial con otra enzimas de 
clase A y a su distribución geográfica. Por otra parte, como el origen de PER-2 es aún incierto, 
postulamos que un análisis de las secuencias del entorno del gen que la codifica podría ser de 
importancia para orientarnos a dilucidar su procedencia. 
 
OBJETIVOS 
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OBJETIVOS 
El objetivo del presente trabajo es el estudio de la β-lactamasa PER-2 intentando esclarecer el 
papel de distintos aminoácidos importantes en el mantenimiento de su estructura, actividad 
enzimática e inhibición. Se pretende realizar un análisis prospectivo de la posible evolución de 
esta enzima hacia formas con mayor eficiencia hidrolítica y/o hacia formas con resistencia a 
inhibidores de β-lactamasas. Con dicho fin, se generarán mutantes en amino ácidos 
específicos, las cuales serán estudiadas bioquímicamente y se intentará resolver la estructura 
cristalográfica de PER-2 para avalar las hipótesis planteadas sobre modelos teóricos. La 
resolución de la estructura cristalográfica servirá luego de base para posteriores estudios 
planteados ahora sí sobre la estructura real. La realización de un análisis estructural-cinético 
tiene en vista servir de manera global como base para el diseño de nuevos y potenciales 
inhibidores de β-lactamasas capaces de actuar sobre las enzimas resistentes que pudiesen 
emerger.  
En cuanto al esclarecimiento del posible origen de PER-2, se llevará a cabo el análisis del 
plásmido completo pTC9 que contiene al gen blaPER-2, esperando determinar la presencia de 
algún marcador que sugiera cuál podría ser su reservorio natural.  
Los objetivos específicos del presente trabajo son: 
 Por medio de ensayos in vitro obtener variantes enzimáticas de la β-lactamasa PER-2 en 
posiciones 220 y 237 que permitan esclarecer el papel de aminoácidos importantes para su 
estructura y función o su susceptibilidad a inhibidores de β-lactamasas. El residuo de 
arginina que ocupa la posición 220 será reemplazado por aquellos aminoácidos que en las 
enzimas IRT generan este fenotipo por modificaciones en posición 244. Estos aminoácidos 
son: leucina, serina, glicina, histidina, treonina y cisteína. En la posición 237, el residuo 
treonina que ocupa este lugar será sustituida por alanina, residuo presente en esa posición 
en las TEM/SHV. 
 Determinar la susceptibilidad de clones productores de la enzima salvaje y de las variantes 
mutacionales frente a antibióticos β-lactámicos y a combinaciones antibiótico/inhibidor. 
 Determinar las propiedades bioquímicas de la β-lactamasa salvaje y variantes 
mutacionales. Establecer parámetros fisicoquímicos, cinéticos y estructurales. 
 Obtener la estructura la enzima PER-2 por medio de cristalografía por difracción por rayos 
X. 
 Evaluar por medio de modelados y herramientas de docking molecular la interacción de 
diferentes sustratos e inhibidores en el sitio activo de PER-2 y de las variantes 
mutacionales, para estimar el posible papel de aminoácidos específicos en la interacción 
con estas moléculas. 
 Estudiar el entorno del gen blaPER-2 a través de la secuenciación completa del plásmido 
pTC9 con el fin de localizar marcadores que indiquen mecanismos involucrados en su 
reclutamiento y diseminación o en su posible origen. 
 
MATERIALES Y ME TODOS 
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Ensayos de mutagénesis dirigida 
 
Obtención de variantes mutacionales de PER-2 en posición 220 y variante 
Thr237Ala por Quik Change modificado 
El codón codificante para arginina ubicada en la posición 220 de PER-2 fue sustituido por los 
codificantes para leucina, serina, glicina, histidina, treonina o cisteína. Para poder realizar la 
generación de las mutantes en esta posición mediante este método previamente se obtuvo la 
construcción pK19/PER-2 (ver Tabla A del Anexo III – Construcciones plasmídicas) la cual fue 
utilizada como ADN molde. Esta construcción posee el gen salvaje blaPER-2 con las dos regiones 
promotoras previamente reconocidas corriente arriba [84]. La técnica de Quik Change [121] se 
llevó a cabo con modificaciones como se detalla a continuación y los cebadores para realizar 
cada mutación se detallan en el Anexo IV – Listado de cebadores.  
Para cada sustitución, en un primer paso se realizaron dos mezclas de reacción de PCR en 
tubos diferentes, una utilizando el cebador directo y otra el reverso, como se detalla en la 
tabla 4 y se sometieron a 10 ciclos como se detalla en la tabla 5. Luego de los 10 primeros 
ciclos, se tomaron 25 μl de la mezcla de cada tubo y se colocaron en un mismo tubo de PCR 
nuevo.  A este tubo se le agregó 1 μl más de la ADN polimerasa y se continuó con otros 20 
ciclos más. A la reacción de PCR final se le colocó 1 μl de la enzima de restricción DpnI y se 
incubó a 37 °C durante 18 h. Como la enzima DpnI sólo es capaz de digerir ADN que se 
encuentre metilado, el ADN molde original que proviene de una bacteria es degradado y 
queda sin degradar sólo el ADN sintetizado de novo de la reacción de PCR que contiene la 
mutación deseada que no sufrió un proceso de metilación posterior.   
 
Tabla 4. Mezcla de reacción por tubo  
Reactivo Cantidad (μl) 
Buffer 5X 10,0 
Mezcla de dNTPs  4,0 
Cebador directo o reverso* (10 μM) 1,5 
ADN plasmídico molde 1,0 
Prime Star GXL Polimerasa (Takara) 1,0 
Agua milliQ 32,5 
Volumen final 50,0 
*Se realizan 2 mezclas de reacción separadas en diferentes 
tubos, una utilizando el cebador directo y otra el reverso. 
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Tabla 5. Condiciones de ciclado 
Temperatura 
(°C) 
Tiempo 
Cantidad de 
ciclos* 
98 3 min  
98 10 s 
10 + 20     (Tm -10 °C)** 15 s 
68 5 min 
68 10 min  
*Luego de los primeros 10 ciclos se toman 25 μl de 
cada tubo y se colocan en un mismo tubo nuevo.  A 
éste se le agrega 1 μl más de la ADN polimerasa y se 
continua con los 20 ciclos restantes. 
**Se utilizó una temperatura 10 °C menor a la 
temperatura de fusión (Tm) de los cebadores. 
 
Luego del período de incubación con DpnI, las construcciones amplificadas por PCR fueron 
resueltas en geles de agarosa a partir de donde se purificaron para luego transformar células E. 
coli Top10F’ (ver Anexo V – Metodologías generales). 
Para corroborar la presencia de la construcción plasmídica con la mutación deseada en la 
células transformantes se realizó una PCR a partir de colonia (ver Anexo V – Metodologías 
generales) sobre las colonias transformantes obtenidas en los medios de selección con los 
cebadores PER-2A y PER-2B (ver Anexo IV – Listado de cebadores), los cuales permitieron 
amplificar el gen blaPER-2 que contenía la supuesta mutación.  Aquellas reacciones de PCR 
positivas fueron digeridas con la enzima de restricción ApaI (ver Anexo V – Metodologías 
generales), ya que los cebadores utilizados para introducir la mutación contienen además una 
mutación silente que genera un sitio de corte para esta enzima.   
Las construcciones plasmídicas de las transformantes positivas por PCR a partir de colonia y 
posterior digestión con ApaI fueron extraídas (ver Anexo V – Metodologías generales), y la 
mutación en el gen blaPER-2 fue corroborada por secuenciación. 
Las construcciones plasmídicas obtenidas mediante esta metodología se encuentran en la 
Tabla B del Anexo III – Construcciones plasmídicas. 
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Obtención de construcciones plasmídicas 
Las características de todas las construcciones plasmídicas y los usos dados a las mismas se 
detallan en el Anexo III – Construcciones plasmídicas (Tablas A a F). La identidad de los insertos 
fue corroborada por secuenciación. Los cebadores utilizados en las reacciones de PCR se 
encuentran detallados en el Anexo IV – Listado de cebadores. Las metodologías de 
amplificación por PCR con polimerasa con acción exonucleasa, digestión con enzimas de 
restricción, reacciones de poli-adenilación, de ligado, de purificación de ADN, de 
transformación, entre otras, se describen en el Anexo V – Metodologías generales. 
 
Construcción en el vector pTZ57R/T 
En este vector fue clonado el fragmento de ADN amplificado por PCR que posee el gen salvaje 
blaPER-2 con las dos regiones promotoras previamente reconocidas corriente arriba [84] 
obteniéndose la construcción pTZ/PER2-BK, para luego ser sub-clonado en el vector pK19 y 
desde éste obtener diversas mutantes por la metodología de Quik Change con modificaciones.   
La amplificación de las secuencias correspondientes se realizó con Pfu ADN polimerasa, 
utilizando como ADN molde el plásmido pTC9 proveniente de la cepa transconjugante E. coli 
TC9 (ver Anexo I – Cepas bacterianas). Como cebador directo se utilizó PER2-BamF4 y como 
reverso PER2-KpnR los cuales, luego de la reacción, incorporaron al ADN amplificado sitios de 
cortes para las enzimas BamHI y KpnI respectivamente. El producto de PCR fue sometido a una 
técnica de poli-adenilación y ligado en este vector siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
ligación obtenida fue utilizada para transformar células de E. coli Top10F’, obteniéndose el clon 
correspondiente. 
 
Construcciones en el vector pK19 
La primera construcción realizada en este vector fue pK19/PER-2, la cual posee el gen salvaje 
blaPER-2 con las dos regiones promotoras previamente reconocidas corriente arriba [84]. Para 
realizarla, la construcción pTZ/PER2-BK fue digerida con las enzimas BamHI y KpnI al igual que 
el vector pK19. Ambas digestiones fueron resueltas en un gel de agarosa y tanto el inserto 
liberado de la construcción pTZ/PER2-BK como el vector pK19 digerido fueron purificados y 
ligados entre sí. La ligación fue transformadas en células de E. coli Top10F’ obteniéndose el 
clon correspondiente. 
La construcción pK19/PER-2 fue utilizada para obtener diversas variantes mutacionales por la 
metodología de Quik Change con modificaciones. Todas las construcciones obtenidas fueron 
luego transformadas en células de E. coli Top10F’ obteniéndose los clones correspondientes. 
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Construcciones en el vector pMCL210 
Las construcciones realizadas en pK19 fueron digeridas con las enzimas BamHI y KpnI al igual 
que el vector pMCL210. Todas las digestiones fueron resueltas en geles de agarosa y tanto los 
insertos liberados de las construcciones en pK19 como el vector pMCL210 digerido fueron 
purificados a partir de los mismos y ligados entre sí. Las ligaciones fueron utilizadas para 
transformar células de E. coli Top10F’ obteniéndose las construcciones y clones 
correspondientes. 
 
Construcciones en el vector pJET1.2 blunt vector 
Las construcciones en este vector se realizaron para luego sub-clonar en el vector de expresión 
pET28a(+) de forma tal que luego de la traducción una cola de poli-histidina sea incorporada 
en el extremo N-terminal de cada proteína y pueda ser removida con la proteasa trombina; 
por ello, los insertos aquí clonados contienen sólo el gen que codifica para las proteínas 
maduras. Para realizar las construcciones se amplificó por PCR con una Pfu ADN polimerasa los 
genes a partir de las construcciones realizadas en pK19. Como cebador directo se utilizó PER2-
NdeI y como reverso PER2-SacR1 los cuales, luego de la reacción, incorporaron al ADN 
amplificado sitios de cortes para las enzimas NdeI y SacI respectivamente. Los productos de 
PCR fueron ligados en este vector siguiendo las instrucciones del fabricante y las ligaciones 
utilizadas para transformar células de E. coli Top10F’, obteniéndose los clones 
correspondientes. 
 
Construcciones en el vector pGEM-T Easy vector 
La construcción en este vector se realizó para luego sub-clonar el gen que codifica para PER-2 
madura en el vector de expresión pET28a(+) de forma tal que luego de la traducción una cola 
de poli-histidina sea incorporada en su extremo N-terminal y pueda ser removida con la 
proteasa trombina. La amplificación de la secuencia correspondiente se realizó con Pfu ADN 
polimerasa, utilizando como ADN molde el plásmido pTC9 proveniente de la cepa 
transconjugante E. coli TC9 (ver Anexo I – Cepas bacterianas). Como cebador directo se utilizó 
PER2-BamF1 y como reverso PER2-SacR1 los cuales, luego de la reacción, incorporaron al ADN 
amplificado sitios de cortes para las enzimas BamHI y SacI respectivamente. El producto de 
PCR fue sometido a una técnica de poli-adenilación y ligado en este vector siguiendo las 
instrucciones del fabricante. La ligación obtenida fue utilizada para transformar células de E. 
coli Top10F’, obteniéndose el clon correspondiente. 
 
Construcciones en el vector pET28a(+) 
Las construcciones realizadas en pJET1.2 blunt fueron digeridas con las enzimas NdeI y SacI al 
igual que el vector pET28a(+). Todas las digestiones fueron resueltas en geles de agarosa y 
tanto los insertos liberados de las construcciones en pJET1.2 blunt como el vector pET28a(+) 
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digerido fueron purificados y ligados entre sí. Las ligaciones fueron utilizadas para transformar 
células de E. coli Top10F’ obteniéndose las construcciones y clones correspondientes.  
La construcción realizada en pGEM-T Easy vector (pGEM-T/PER2-BS) también fue sub-clonada 
en este vector ya que la misma se utilizó para expresar y purificar PER-2 para los ensayos 
cristalográficos. Para ello la construcción plasmídica pGEM-T/PER2-BS fue digerida con las 
enzimas BamHI y SacI al igual que el vector pET28a(+). Ambas digestiones fueron resueltas en 
un gel de agarosa y tanto el inserto liberado de la construcción como el vector pET28a(+) 
digerido fueron purificados y ligados entre sí. Las ligaciones fueron utilizadas para transformar 
células de E. coli Top10F’ obteniéndose las construcciones y clones correspondientes.  
Para realizar la posterior purificación de las proteínas, las construcciones obtenidas en 
pET28a(+) sólo fueron transformadas en células de E. coli BL21-(DE3) el día previo a los 
ensayos de expresión. 
 
 
Determinación de la sensibilidad a antibióticos β-lactámicos 
Para poder determinar y comparar el fenotipo de sensibilidad que es capaz de generar la 
enzima salvaje con respecto a las variantes mutacionales en células bacterianas que las 
expresen, E. coli Top10F’ (ver Anexo I – Cepas bacterianas) fue transformada siguiendo el 
protocolo que se detalla en el Anexo V – Metodologías generales con cada una de las 
construcciones obtenidas en los vectores de clonado pK19 y pMCL210 (ver Tablas B y C del 
Anexo III – Construcciones plasmídicas). Estos vectores se diferencian, entre otras 
características, en la cantidad de copias que generan por célula: pK19 es un vector de alto 
número de copias, mientras que pMCL210 es bajo número de copias. El clonado en estos dos 
tipos de vectores tuvo como objetivo determinar si la cantidad de copias del vector influye en 
la susceptibilidad de los clones productores, y a la vez intentar obtener resultados más 
compatibles con lo observado en aislamientos clínicos productores de enzimas codificadas en 
plásmidos de gran tamaño y generalmente de bajo número de copias. Además, una 
sobreproducción de la enzima por expresión desde un vector de alto número de copias puede 
llegar a provocar falsos niveles de resistencia. 
La sensibilidad a los antibióticos β-lactámicos se analizó por las dos metodologías básicas 
recomendada: ensayos por difusión en medios agarizados y por dilución en los mismos; la 
primera sólo clasifica a los microorganismos esencialmente en dos grupos, sensibles o 
resistentes según puntos de corte predictivos de respuesta clínica preestablecidos, y la 
segunda, permite obtener datos cuantitativos. 
 
Ensayo por difusión en medio sólido (antibiograma) 
La sensibilidad de los clones productores de la enzima salvaje o de las variantes mutacionales a 
los distintos antibióticos fue determinada de manera cualitativa por medio de esta 
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metodología siguiendo las normas del CLSI del año 2014 [122]. E. coli ATCC 25922 y E. coli 
ATCC 35218 fueron utilizadas como controles de calidad.  
 
Ensayo por dilución en medio sólido: determinación de la Concentración Inhibitoria 
Mínima (CIM) 
La sensibilidad para de clones productores de la enzima salvaje o de las variantes mutacionales 
frente a los distintos antibióticos fue determinada de manera cuantitativa por medio de esta 
metodología siguiendo las normas del CLSI del año 2014 [122]. E. coli ATCC 25922 y E. coli 
ATCC 35218 fueron utilizadas como controles de calidad. 
 
 
Expresión y purificación de proteínas recombinantes 
Los protocolos que se detallan a continuación fueron elegidos como los más adecuados luego 
de la puesta a punto mediante ensayos de optimización de producción de las proteínas de 
interes (ver Anexo V – Metodologías generales). 
 
Expresión de las proteínas recombinantes 
1. Se realizó la transformación de las células de E. coli BL21-(DE3) con las 
correspondientes construcciones previamente obtenidas en el vector pET28a(+) (ver 
Anexo V – Metodologías generales y Tabla F del Anexo III – Construcciones 
plasmídicas). 
2. Se realizó un pre-cultivo en caldo LB más el antibiótico de selección kanamicina (30 
μg/ml), resuspendiendo varias colonias de las transformantes que contenían la 
construcción plasmídica con el gen a expresar. Se incubó ON a 37 °C en agitación (180 
rpm). 
3. Se realizó una dilución 1/20 de cada pre-cultivo en el volumen final de caldo LB 
necesario para la posterior purificación (Tabla 6). Se incubó a 37 °C a 180 rpm hasta 
obtener una DO600nm= 0,8 – 1,0 
4. Cuando el cultivo alcanzó la DO deseada se agregó IPTG 1 M en cantidad necesaria 
para llegar a la concentración de inducción preestablecida (Tabla 6). 
5. Se incubó a la temperatura óptima y el tiempo óptimo estipulado para cada 
construcción (Tabla 6) a 180 rpm, de acuerdo a los ensayos de producción (Anexo V – 
Metodologías generales). 
6. Se centrifugó cada cultivo a 8000 rpm durante 15 min a 4 °C. 
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7. El pellet de cada muestra se resuspendió en el Buffer A de purificación (Tabla 7) en 
cantidad necesaria (para 300 ml de cultivo se utilizaron en 40 ml de Buffer A. Para 
2000 ml de cultivo se utilizaron 100 ml de Buffer A. Ver tabla 8). 
8. La ruptura de las células se realizó por sonicado (8 ciclos de 1 min discontinuo al 40 %, 
microtip entre 4 y 5, con 1 min de incubación en hielo entre cada ciclo, con un equipo 
Sonicador Vibra Cell - Sonics & Materials Inc, USA) excepto para las células que 
expresaban la construcción pET/blaPER-2 que se realizó por disrupción mecánica con 
el equipo EmulsiFlex-C3 (Avestin Europe GmbH, Germany) mediante 3 pasajes a 1500 
bares, previo agregado de 3 U/ml de benzonasa (Sigma-Aldrich, USA). 
9. Los detritos celulares se eliminaron por centrifugación a 12000 rpm durante 30 min a 4 
°C. 
10. El sobrenadante fue recuperado y filtrado con membranas de 1,6 y 0,45 μm de poro 
antes de cargarlo en las columnas de purificación. 
11. La actividad β-lactamasa de cada extracto se confirmó con el método de la 
cefalosporina cromogénica, colocando 10 μl del extracto con 10 μl de nitrocefin 100 
μM, viendo el cambio del color de la cefalosporina del naranja al rojo de manera 
inmediata (10 μl de nitrocefin más 10 μl del Buffer A fueron utilizados como control de 
este último). 
 
 
Tabla 6. Condiciones de inducción para cada clon 
E. coli BL21-(DE3) 
transformada con la 
construcción 
Volumen de 
cultivo 
inicial en LB  
(ml) 
IPTG 
concentración 
final  
(mM) 
Temperatura de 
inducción  
(°C) 
Tiempo de 
inducción  
(h) 
Volumen de  
muestra luego 
de sonicado 
en Buffer A 
(previo a carga en 
la columna)   
(ml) 
pET28/PER2-NS 
300 1 18 18 40 
pET28/PER-2 R220L-NS 
pET28/PER-2 R220S-NS 
pET28/PER-2 R220G-NS 
pET28/PER-2 R220H-NS 
pET28/PER-2 R220T-NS 
pET28/PER-2 R220C-NS 
pET28/PER-2 T237A-NS 
pET/blaPER-2 2000 0,4 37 3 100 
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Purificación de las proteínas recombinantes 
Existieron diferencias en los modos de purificación de las proteínas provenientes de las 
construcciones realizadas en el vector pET28a(+) entre los sitios de clonado NdeI y SacI con 
aquella proveniente de la construcción realizada en el vector pET28a(+) entre los sitios BamHI 
y SacI (ver Tabla F del Anexo III – Construcciones plasmídicas), debido a que las mismas se 
realizaron en distintos laboratorios que contaban con facilidades diferentes. Además, la 
cantidad de cada proteína necesaria para los ensayos subsiguientes permitió que esto sea 
posible.  A continuación se detallan los protocolos. 
Purificación semi-automatizada 
Esta forma de purificación se llevó a cabo para aquellas enzimas provenientes del clonado 
entre los sitios NdeI y SacI del vector pET28a(+) (ver Tabla F del Anexo III – Construcciones 
plasmídicas).  
La purificación se realizó mediante el uso de una bomba peristáltica para el cargado de los 
buffers y de las muestras, manteniendo el flujo constante a 1 ml/min. Se utilizó en cada caso 
una columna de afinidad HisTrap HP (GE Healthcare Life Sciences) de 1 ml de volumen. Todas 
las soluciones utilizadas fueron filtradas previamente por membranas de 0,22 μm y las 
muestras por membranas de 0,45 μm. 
 
1. Se lavó la columna con 10 ml de agua milliQ. 
2. Se equilibró la columna con 5 ml Buffer A (Tabla 7).  
3. Se cargó la muestra. 
4. Se lavó con 7 ml de Buffer A. 
5. Se eluyó la primera fracción con 2,5 ml de Buffer de Elución 1 (Tabla 7). 
6. Se eluyó con Buffer de Elución 2 (Tabla 7) recolectando un total de 12 fracciones de 
500 μl cada una. 
7. Una alícuota de las fracciones 1 a 12 fueron resueltas por SDS-PAGE al 12 % para 
determinar aquellas que contenían la proteína buscada (ver Anexo V – Metodologías 
generales). 
8. Las fracciones que contenían la proteína de interés se juntaron y se dializaron frente a 
buffer TRIS 20 mM pH 8, durante 18 h a 4 °C. 
9. Los dializados se centrifugaron 20 min a 13000 rpm y se dializaron nuevamente frente 
a buffer PBS 1X, durante 18 h a 4 °C. 
10. La pureza de las proteínas purificadas fue comprobada mediante SDS-PAGE al 12 % 
(ver Anexo V – Metodologías generales). 
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Purificación automatizada 
Esta forma de purificación se llevó a cabo para a proteína PER-2 nativa proveniente del 
clonado entre los sitios BamHI y SacI del vector pET28a(+) (construcción pET/blaPER-2) (ver Tabla 
F del Anexo III – Construcciones plasmídicas) la cual fue utilizada posteriormente para los 
ensayos de cristalogénesis. 
La purificación se realizó mediante el empleo de un equipo ÄKTA purifier (GE Healthcare, 
Uppsala, Sweden). Se utilizó una columna de afinidad HisTrap HP (GE Healthcare Life Sciences) 
de 5 ml de volumen. Todas las soluciones utilizadas fueron filtradas previamente por 
membranas de 0,22 μm de poro y la muestra por membranas de 1,6 y 0,45 μm de poro. El flujo 
utilizado fue de 2 ml/min, salvo que se detalle lo contrario. 
1. Se lavó la columna con 5 volúmenes de agua milliQ. 
2. Se equilibró la columna con 5 volúmenes Buffer A (Tabla 7).  
3. Se cargó la muestra a un flujo de 1 ml/min. 
4. Se lavó con 5 volúmenes de Buffer A. 
5. Se eluyó mediante un gradiente lineal de 0 a 100 % de Buffer B (Tabla 7) 
recolectándose fracciones de 2 ml cada una. 
6. Teniendo en cuenta el cromatograma de elución aportado por el equipo, una alícuota 
de aquellas fracciones donde se evidenció un pico correspondiente a la supuesta 
elución de la enzima se resolvió por SDS-PAGE al 12 %, previa determinación de la 
actividad β-lactamasa por método iodométrico (ver Anexo V – Metodologías 
generales). 
7. Las fracciones que contenían la proteína de interés se juntaron y se dializaron frente a 
buffer TRIS-HCl 20 mM pH 8,0 durante 18 h a 4 °C. 
8. Los dializados se centrifugaron 20 min a 13000 rpm y se recuperó el sobrenadante. 
9. La pureza de las proteínas purificadas fue comprobada mediante SDS-PAGE al 12 % 
(ver Anexo V – Metodologías generales). 
 
 
Tabla 7. Soluciones utilizada en la purificación de las proteínas recombinantes 
Buffer Composición 
Buffer A Buffer fosfato (Na2HPO4/NaH2PO4) 20 mM, pH 8, 0,5 M NaCl 
Buffer B Buffer A + 500 mM de Imidazol 
Buffer de Elución 1 25 % Buffer B + 75 % Buffer A 
Buffer de Elución 2 60 % Buffer B + 40 % Buffer A 
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Digestión con trombina 
Como las proteínas purificadas poseían una cola de poli-histidina en su extremo N-terminal, 
fue necesario removerla por digestión con la proteasa trombina. Las proteínas purificadas a 
partir de la construcciones realizadas entre los sitios NdeI y SacI del vector pET28a(+) luego de 
la digestión presentan 4 aminoácidos extras en el N-terminal que no pertenecen naturalmente 
a la proteína (Gly-Ser-His-Met). La proteína PER-2 que fue purificada a partir de la construcción 
realizada entre los sitios BamHI y SacI, luego de la digestión sólo presenta un aminoácido extra 
(Gly) en su extremo N-terminal. Es importante destacarlo ya que esta última fue la utilizada 
para los ensayos de cristalogénesis. 
Para aquellas proteínas provenientes del clonado entre los sitios NdeI y SacI del vector 
pET28a(+) se utilizó 1 U de trombina (GE Healthcare Life Sciences) por cada 100 ug de proteína, 
en PBS 1X a 22 °C durante 18 h. Para aquella proveniente del clonado entre los sitios BamHI y 
SacI del vector pET28a(+) se utilizó 5 U de trombina (Novagen) por cada 1 mg de proteína, en 
buffer TRIS 20 mM, 150 mM NaCl, pH 8 a 25 °C durante 16 h. Las mezclas de digestión fueron 
cargadas luego en columnas HisTrap de 1 ml de volumen equilibrada con el buffer de la 
digestión y se eluyeron las proteína maduras con el mismo buffer, mientras que las colas de 
poli-histidinas quedaron retenidas en la columna. 
Para corroborar la digestión y su pureza, las muestras fueron resueltas por SDS-PAGE al 15 % 
(Anexo V – Metodologías Generales) en el cual se incluyó un control de cada proteína sin 
digerir y un marcador de peso molecular. La concentración de las proteínas fue determinada 
mediante especrofotometría UV como se detalla en el Anexo V – Metodologías generales o 
utilizando el kit comercial BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, USA) siguiendo las 
instrucciones del fabricante, empleando albúmina bovina como patrón. 
Secuenciación del extremo N-terminal 
Para determinar la correcta identidad de la proteína PER-2 que fue purificada para realizar los 
ensayos de cristalogénesis se realizó la secuenciación del extremo N-terminal luego de la 
digestión de la cola de poli-histidina mediante degradación automatizada de Edman utilizando 
el equipo Applied Biosystems 492 protein sequencer (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). 
 
 
Determinación de los principales parámetros cinéticos 
Los pesos moleculares, longitudes de onda de medición de hidrólisis y los coeficientes molares 
de extinción de los antibióticos utilizados en las determinaciones cinéticas se detallan a 
continuación. 
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Tabla 8. Propiedades fisicoquímicas de los antibióticos utilizados en los ensayos cinéticos 
Antibiótico 
Peso  
molecular 
 (nm)  (M
-1
.cm
-1
)  (M
-1
.cm
-1
) 
Bencil-Penicilina 333 235 +1200 -775 
Ampicilina 348 235 +1860 -820 
Cefalotina 305 273 +7200 -6300 
Cefotaxima 454 260 +16000 -7500 
Ceftazidima 534 260 +22000 -9000 
Cefepime 572 260 +22000 -10000 
Aztreonam 511 318 +3600 -750 
Nitrocefin 555 482 +17000* +15000 
*a 386 nm. 
 
Determinación de Km y kcat 
Para las determinaciones se trabajó en condiciones de estado estacionario (“steady state”), 
donde la formación de los intermediarios enzimáticos es estable ya que la concentración de 
sustrato se mantiene prácticamente constante e invariable en relación a la de producto de 
hidrólisis durante el tiempo de medición de la reacción. Para lograr experimentalmente una 
aproximación al estado estacionario es necesario realizar las siguientes consideraciones: 
1. La concentración de sustrato debe ser varios órdenes de magnitud mayor a la de 
enzima: [S] >> [E]. De este modo la enzima siempre cuenta con sustrato disponible y se 
mantiene al mínimo la cantidad de producto de hidrólisis. 
2. La velocidad inicial (V0) de cada reacción debe determinarse en el tiempo en el cual el 
consumo del sustrato no supere el 15 - 20 % para poder considerar despreciable el 
consumo del mismo y la formación de producto.  
3. La concentración de enzima en la cubeta debe mantenerse en el orden de los 
nanomoles por litro. 
Teniendo en cuenta estas consideraciones, se procedió de la siguiente manera dependiendo 
del tipo de sustrato para cada enzima: 
Para buenos sustratos 
Se consideran buenos sustratos a aquellos para los cuales la velocidad inicial observada (V0) es 
elevada y la absorbancia inicial del sustrato es “medible”  es decir, no es cercana a cero. 
1. Se ensayó la actividad de diferentes diluciones de cada enzima (teniendo en cuenta 
que su concentración no supere el orden nanomolar) frente a una solución de 
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antibiótico 100 μM para determinar aquella en la cual el consumo del sustrato no 
superó el 15 % en los primeros 30 segundos de la reacción.  
2. Se realizó una serie de diluciones del antibiótico deseado abarcando un rango de 
absorbancia entre 1 y 0,4 medida a la longitud de onda óptima para cada antibiótico. 
3. Se determinó la V0 para cada dilución del antibiótico frente a la cantidad de enzima 
puesta a punto anteriormente por triplicado. 
4. Se procedió al tratamiento de datos. Para ello se graficó la V0 obtenida para cada 
dilución de antibiótico en función de la concentración de sustrato. La curva obtenida 
se puede expresar algebraicamente por la ecuación de Michaelis-Menten a la cual se 
ajustó por medio de regresión no lineal: 
V0 = Vmáx . [S] / Km + [S] 
Del ajuste se determinó el valor de Vmáx y Km. Para calcular kcat primero se determinó la 
cantidad de enzima utilizada en la cubeta de reacción y, como en condiciones de 
estado estacionario se cumple la siguiente ecuación, se despejó de allí su valor: 
Vmáx = kcat . [E] 
Por último se determinó la eficiencia hidrolítica como kcat/Km. 
Para sustratos pobres o de muy baja Km 
En los  sustratos que presentan valores de kcat muy bajos y la velocidad inicial de hidrólisis 
observada (V0) es baja, las variaciones de absorbancia inicial son muy difícilmente medibles. En 
sustratos con valores de Km muy bajos (<20 μM) (sin ser pobres sustratos) se presenta un 
problema similar, ya que las concentraciones a ser medidas llevan a una pérdida de 
sensibilidad en la detección. En ambos casos fue necesario realizar ensayos de competencia 
frente a un sustrato indicador. Las Km aparentes son determinadas como Ki (constante de 
inhibición competitiva). 
1. Se fijó una concentración del sustrato indicador, generalmente se utilizó nitrocefin en 
una concentración aproximadamente mayor a 5 veces el valor de Km para el mismo. Se 
determinó la dilución de enzima a utilizar y la V0, siguiendo las mismas consideraciones 
que para buenos sustratos. 
2. Se realizaron varias diluciones del antibiótico a ensayar como inhibidor competitivo, 
abarcando un rango tal que se observe tanto inhibición completa (V0 despreciable) 
como ausencia de inhibición (V0 igual al control).  
3. Se determinó la V0 (como Vi) para cada dilución del antibiótico, frente a la cantidad de 
enzima puesta a punto anteriormente. 
4. Se realizó el tratamiento de datos de la siguiente manera: 
a. Se graficó V0/Vi en función de la concentración de sustrato. La pendiente 
obtenida será: 
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m = (Km / Km + [S]) . 1/Ki 
donde Km es la constante de afinidad del sustrato indicador, [S] es la 
concentración de sustrato reportero utilizada y Ki es igual a la Km aparente 
para el sustrato a despejar. 
b. La kcat se calculó a partir de la determinación de la V0 de una reacción de 
hidrólisis completa de una concentración fija del antibiótico de al menos 5 
veces el valor de la Km aparente calculada anteriormente para el mismo, 
suponiendo que en estas condiciones (donde la [S] >> Km) la V0 obtenida será 
aproximadamente la Vmáx. 
Vmáx = kcat . [E] 
 
c. Por último se determinó la eficiencia hidrolítica como kcat/Km aparente. 
 
 
Determinación de kinact y KI para inhibidores irreversibles 
El valor de kinact indica el número de moléculas de enzima que son inhibidas por segundo a una 
concentración infinita de inhibidor, es decir, refleja la velocidad de inhibición en esta 
condición. El valor de KI corresponde a la concentración de inhibidor que es requerida para 
llegar a la mitad de la kinact. 
Para realizar estos ensayos de inhibición se utilizó una concentración de enzima entre 1-10 nM 
y una concentración del sustrato indicador nitrocefin 5 veces mayor al valor de la Km de cada 
enzima para este sustrato. Se procedió de la siguiente manera: 
1. Se mezcló una cantidad fija de una dilución de la enzima con el sustrato indicador y se 
midieron las curvas de hidrólisis por triplicado hasta que las mismas alcanzaron el 
estado estacionario. Estas curvas de hidrólisis se utilizaron como guía de la actividad 
de la enzima sin inhibir. 
2. Se mezcló la misma cantidad fija de enzima que en el paso anterior con la cantidad de 
sustrato indicador previamente determinada y distintas concentraciones del inhibidor 
(ejemplo: ácido clavulánico). Se midieron las curvas de hidrólisis por triplicado hasta 
que las mismas alcanzaron el estado estacionario. La concentración del inhibidor se 
fue aumentando hasta que las curvas comenzaron a solaparse y el máximo de 
inhibición fue alcanzado. 
3. Las curvas de inhibición se ajustaron utilizando el software OriginPro8 
(http://www.originlab.com/) a la siguiente ecuación para obtener el valor de kobs: 
A = A0 + vf t + (v0 - vf)[ 1 - e^(-kobst)] / kobs 
4. Se graficó el valor de las kobs en función de la concentración de inhibidor y se ajustó a 
la siguiente ecuación para determinar los valores de kinact y KI obs: 
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kobs = kinact[I] / (KI obs + [I]) 
5. Para obtener KI  a partir de la KI obs se corrigió el valor teniendo en cuenta la afinidad de 
la enzima por el sustrato mediante la siguiente ecuación: 
KI = KI obs / (1 + [S] / Km(S)) 
 
 
Estudio conformacional proteico 
Se determinaron (colectaron) los espectros de dicroísmo circular y de fluorescencia intrínseca 
de las enzimas puras, tanto salvaje como las respectivas variantes en posición 220, para 
evaluar si la sustitución de la arginina era capaz de producir algún cambio conformacional. 
 
Dicroísmo circular  
Para realizar los ensayos se utilizó un espectropolarímetro Jasco J-810 (JASCO, Easton, MD). La 
concentración utilizada de cada proteína fue de aproximadamente 16 μM y 8 μM  para UV-
cercano y UV-lejano respectivamente. El buffer utilizado fue PBS 1X. Los datos se colectaron en 
el UV-cercano (250 - 320 nm) y en el UV-lejano (195 - 250 nm) a 25 °C, usando una cubeta de 
cuarzo de 10 mm y 1 mm de paso respectivamente. La velocidad de barrido fue de 20 nm/min 
y se usó una constante de tiempo de 1 s. Cada espectro se realizó por triplicado y los datos 
fueron promediados para disminuir el ruido de la señal. 
 
Se calculó la elipticidad molar [θ]M cuyas unidades son [°cm
2 . dmol-1] de acuerdo con la 
siguiente fórmula [123]: 
donde θ es la elipticidad en grados que se obtiene a partir del espectro experimental; l es la 
longitud del paso de luz en cm; c es igual a C/MRW, siendo C la concentración de la proteína en 
mg/ml (determinada a partir del espectro de absorción UV) y MRW, el peso del residuo de 
aminoácido promedio para cada proteína, que es igual a MW/N; donde MW es el peso 
molecular de la proteína y N es el número de residuos de aminoácidos por molécula de 
proteína. 
 
Fluorescencia intrínseca 
Se utilizó un espectrofluorímetro FP-6500 (JASCO) termostatizado a 25 °C. La concentración de 
proteína fue medida antes del ensayo (aproximadamente 8 μM), usándose el valor obtenido 
para la normalización de los espectros. La muestra proteica se excitó a 295 nm (longitud de 
cl
M


100
][ 
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onda que permite excitar diferencialmente a los triptofanos) y los datos se colectaron en el 
rango 310 - 400 nm con un ancho de banda de 3 nm para ambos monocromadores. Las 
muestras fueron medidas en una cubeta de 0,3 cm de paso óptico y, en todos los casos, se 
restaron los blancos correspondientes. 
 
Desnaturalización en el equilibrio 
Se preparó una batería de muestras individuales de concentración fija de proteína (10 μM 
final) y creciente del agente desnaturalizante (0 a 3 M final de cloruro de guanidinio) en buffer 
PBS 1X. Tras al menos 60 min de incubación, la transición conformacional fue monitoreada 
midiéndose la variación en la fluorescencia intrínseca de las proteínas en estudio, a 25 °C. En 
este caso se utilizó un espectrofluorímetro Aminco Bowman Series 2. Se procedió a excitar las 
muestras a 295 nm y a colectar los datos en el rango 310 - 400 nm con un ancho de banda de 3 
nm para ambos monocromadores. Nuevamente, la longitud de onda de excitación elegida 
permite excitar diferencialmente a los triptofanos. Las muestras fueron medidas en cubeta de 
0,3 cm de paso óptico y, en todos los casos, se restaron los blancos correspondientes. 
 
 
Resolución de la estructura cristalográfica de PER-2 
 
Cristalogénesis 
El crecimiento de los cristales se realizó a 20 °C por el método de la gota colgante, colocando 
2,5 μl de una solución 3,5 mg/ml de la proteína PER-2 pura y 1 μl de HEPES 0,1 μM en buffer 
citrato de sodio 1,5 M (pH 7,5) equilibrado frente a 1 ml de ésta última solución. 
 
Colecta de datos y obtención de las fases 
Los datos fueron colectados con un detector Pilatus 6-M Dectris a una longitud de onda de 
0,98011 Å obtenida por medio de un generador Proxima 1 en el sincrotrón Soleil (Saint Aubin, 
Francia). Los experimentos de difracción de rayos X fueron realizados en condiciones 
criogénicas (100 K) luego de transferir los cristales a una solución crioprotectora de sulfato de 
amonio 1,8 M y glicerol 45 % (v/v). La integración de los datos de difracción colectados se 
realizó con el programa XDS [124] y la puesta en escala de los datos de intensidad fueron 
logrados a través del programa XSCALE [125]. 
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Construcción del modelo y refinado 
La obtención y refinado del modelo fue realizado utilizando los software REFMAC5 [126], TLS 
[127] y Coot [128]. La visualización del modelo y representación de la proteína PER-2 fue 
realizado con el software PyMOL [129]. 
 
 
Modelado computacional de las proteínas y estudios de docking 
molecular 
En un primer momento la estructura cristalográfica de PER-1 (PDB: 1E25) fue utilizada como 
referencia para el modelado de la proteína PER-2 para la cual no se conocía su estructura 
cristalográfica. A partir de los resultados expuestos en este trabajo que dieron origen a la 
obtención de la estructura de PER-2, ésta fue utilizada para modelar la enzima acilada con 
ceftazidima, cefotaxima y ácido clavulánico así también como las variantes mutacionales de la 
misma en complejo con estos antibióticos. Las siguientes estructuras obtenidas del PDB fueron 
utilizadas para obtener la posición inicial de cada ligando en la estructura de PER-2: 2ZQD 
(TOHO-1 en complejo con ceftazidima), 1IYO (TOHO-1 en complejo con cefotaxima [130]), y 
2H0T (SHV-1 en complejo con ácido clavulánico [56]). Las simulaciones de las estructuras 
fueron minimizadas en energía utilizando el programa YASARA [131], mediante un protocolo 
estándar que consiste en una etapa de minimización de energía pronunciada, seguido de la 
unión entre el ligando y el sitio activo de la enzima por simulación. El esqueleto de átomos de 
carbono de PER-2 se mantuvo fijo durante todo el procedimiento. 
 
 
Secuenciación y análisis del plásmido pTC9 
 
Extracción plasmídica 
Se realizó la extracción del plásmido pTC9 a partir de la cepa transconjugante E. coli TC9 
(Anexo I – Cepas bacterianas) con el kit comercial “PhasePrep BAC DNA Kit” (SIGMA) siguiendo 
las instrucciones del fabricante para una extracción a mini escala. 
 
Estimación del peso molecular 
La estimación del peso molecular del plásmido pTC9 se realizó mediante PFGE previa digestión 
de los tacos con S1 nucleasa. Para ello se prepararon tacos de agarosa con el ADN total de la 
cepa E. coli TC9 como se indica en el Anexo V – Metodologías Generales. Luego del último paso 
de lavado con buffer TE 1 X los tacos se equilibraron con 250 μl del buffer 1 X de la enzima 
durante 30 min a 37 °C. Se añadió la cantidad necesaria de S1 nucleasa (Fermentas) para 
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obtener una concentración final del 0,005 U/μl y se incubó 45 min a 37 °C, dejando un taco sin 
digerir como control. En las condiciones ensayadas, la enzima S1 corta una única vez el ADN 
plasmídico linealizándolo, sin digerir el ADN genómico. Los tacos digeridos se colocaron dentro 
del gel de corrida preparado con agarosa para PFGE al 1 % en buffer TBE 0,5 X. La corrida se 
llevó a cabo con pulso inicial de 5 s, un pulso final de 60 s, un ángulo 120°, voltaje 6 V/cm, 
durante 20 h a 14 °C, utilizando un equipo CHEF-DRII (Bio-Rad). Como marcador de peso 
molecular se utilizó el “Lambda Ladder PFGE Marker” (New England BioLabs). Luego de la 
corrida electroforética el gel de agarosa se tiñó con bromuro de etidio 0,5 μg/ml y se visualizó 
con un transiluminador UV. 
  
Pirosecuenciación, ensamblaje, anotación y herramientas de bioinformática 
utilizadas para el análisis de datos 
Una alícuota del ADN plasmídico pTC9 fue procesada por el servicio de secuenciación del 
Instituto de Agrobiotecnología Rosario (INDEAR), Santa Fe, Argentina, con el objetivo de 
secuenciar el plásmido completo. La pirosecuenciación se realizó por el método de Whole 
Genome Sequencing (WGS) con una plataforma 454 GS FLX Titanium (454®Roche Life Sciences 
Corporation). En INDEAR se realizó el ensamblado de novo (sin emplear un genoma de 
referencia) de las lecturas obtenidas mediante diversos programas. Se eligió como mejor 
ensamblado el obtenido con Newbler versión 2.6 (provisto por la misma plataforma 454). 
La anotación preliminar de los contigs del plásmidos se realizó en INDEAR mediante los 
procedimientos operativos estándares para procariotas con el servidor RAST v.2.0 (Rapid 
Annotation using Subsystem Tecnology) (http://rast.nmpdr.org/) [132] y la confirmación de las 
predicciones se realizaron utilizando el programa BLAST (The Basic Local Alignment Search 
Tool) del NCBI (The National Center for Biotechnology Information) 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
Las secuencias de inserción (IS) fueron determinadas con el programa IS FINDER (https://www-
is.biotoul.fr/). 
El alineamiento de secuencias múltiples fue realizado con el programa MAUVE v.2.3.1 build 
173 (http://gel.ahabs.wisc.edu/mauve) [133]. 
Los gráficos de los arreglos de genes fueron realizados con el programa Vector NTI Advance™ 
11.0 (Invitrogen Corporation).  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
PER-2 salvaje, variantes en posición 220 y variante Thr237Ala 
 
Determinación de la sensibilidad a antibióticos β-lactámicos de clones productores 
de la enzima salvaje y variantes mutacionales 
 
Ensayo por difusión en medio sólido (antibiograma) 
Las Tablas 9 y 10 muestran los resultados interpretados de acuerdo con las normas del CLSI del 
año 2014 [122]. Los valores de los diámetros de los halos de inhibición obtenidos para cada 
antibiótico sobre las cepas E. coli ATCC 25922 y E. coli ATCC 35218 resultaron dentro de los 
rangos esperados. 
De manera general, si se comparan los resultados de las Tablas 9 y 10 podemos notar en 
primer lugar que el clon productor de la enzima salvaje en cada caso resultó resistente frente a 
todos los antibióticos ensayados y se nota claramente que la cepa de E. coli transformada sólo 
con el vector correspondiente sin inserto fue sensible a todos los antibióticos ensayados al 
igual que la cepa de E. coli TOP10F’ carente de vector. Esto indica que la resistencia observada 
fue consecuencia de la producción y acción de la β-lactamasa. Esto mismo se observó luego de 
analizar los resultados obtenidos para los clones productores de las variantes mutacionales.  
Los diámetros de los halos de inhibición que se obtuvieron para cada uno de los clones 
recombinantes fueron equivalentes independientemente de si los genes fueron clonados en 
los vectores pK19 o pMCL210, que tienen muy diferentes números de copia. Esto nos permite 
asumir que el número de copias de cada construcción plasmídica no produjo una diferencia 
significativa en los niveles de resistencia de los clones, y desde ello que las resistencias 
observadas sean causadas por niveles de expresiones diferenciales, sino al tipo de variante 
mutacional enzimática producida por cada clon. Los resultados observados serían entonces 
producto exclusivamente de las sustituciones de Arg220 o Thr237, que influyen en el 
funcionamiento de las enzimas.  
Por lo expresado, para continuar con el análisis, nos referiremos a los resultados obtenidos 
para los clones transformados con las construcciones realizadas en el vector pK19 (Tabla 9). 
El análisis de la sensibilidad de los clones productores de las variantes mutacionales en 
posición 220 mostró lo siguiente: 
 Frente a ampicilina todos los clones resultaron resistentes, al igual que el clon 
productor de la enzima salvaje.  
 Frente a las cefalosporinas los comportamientos difirieron dependiendo de la variante 
mutacional expresada y del antibiótico ensayado: 
o Frente a cefalotina (cefalosporina de primera generación), los clones 
productores de las variantes mutacionales resultaron resistentes, igual que el 
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clon productor de la enzima salvaje, con excepción del clon productor de la 
variante Arg220Gly que presentó sensibilidad intermedia a este antibiótico. 
o Para las cefalosporinas de tercera generación ceftazidima y cefotaxima, el 
comportamiento fue distinto. Frente a ceftazidima todos los clones 
productores de las variantes mutacionales resultaron resistentes al igual que el 
clon productor de la enzima salvaje pero, frente a cefotaxima, la mayoría de 
ellos fueron sensibles, con incrementos muy importantes de los halos de 
inhibición comparados con el obtenido para el clon productor de la enzima 
salvaje (resistente a este antibiótico). La única excepción en cuanto a la 
sensibilidad frente a cefotaxima fue el clon productor de la variante Arg220Ser 
que resultó resistente, aunque el halo de inhibición también aumentó 
considerablemente comparado con el del clon productor de la enzima salvaje.  
o Frente a la cefalosporina de cuarta generación cefepime, se evidenciaron 
también aumentos considerables de los halos de inhibición comparados con el 
del clon productor de la enzima salvaje. La mayoría de los clones productores 
de las variantes mutacionales podrían clasificarse clínicamente como sensibles 
dependientes de la dosis, a excepción del clon productor de la variante 
Arg220Ser que mostró resistencia con un leve incremento del halo de 
inhibición. 
 Frente a las combinaciones β-lactámico/inhibidor (amoxicilina/ácido clavulánico y 
ampicilina/sulbactam) los halos de inhibición de los clones productores de las variantes 
mutacionales resultaron en su mayoría similares al del clon productor de la enzima 
salvaje. Solamente para el clon productor de la variante Arg220Gly se pudo apreciar un 
hablo de inhibición menor que el del clon productor de la enzima salvaje. Esto podría 
ser un indicio de una menor sensibilidad de este clon a los inhibidores basados en su 
mecanismo. 
 Frente a otros antibióticos β-lactámicos como piperacilina y aztreonam el 
comportamiento de los diferentes clones fue variable aunque, en general, se notaron 
aumentos en los halos de inhibición, sobre todo para los clones productores de las 
variantes Arg220Thr y Arg220Cys frente a aztreonam. 
 
En cuanto al clon productor de la variante Thr237Ala podemos decir que la sensibilidad del 
mismo fue comparable a la del clon productor de la enzima salvaje. Los halos de inhibición casi 
no se vieron modificados. 
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Tabla 9. Antibiogramas de los clones de E. coli Top10F’ productores de la proteína PER-2 salvaje o de 
las variantes mutacionales en posición 220  y 237 clonadas en pK19. 
E. coli Top10F’, con 
pK19 o con la 
construcción 
plasmídica en pK19 
 
Diámetro del halo de inhibición en mm 
(interpretación según CLSI) 
  
AMP AMC AMS CEF CTX CAZ FEP PIP AZT 
Sin vector 27 (S) 26 (S) 21 (S) 22 (S) 40 (S) 35 (S) 42 (S) 30 (S) 43 (S) 
pK19 28 (S) 24 (S) 21 (S) 23 (S) 40 (S) 36 (S) 42 (S) 28 (S) 42 (S) 
pK19/PER-2 6 (R) 13 (R) 8 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 
pK19/PER-2 R220L 10 (R) 10 (R) 6 (R) 6 (R) 36 (S) 10 (R) 21 (SDD) 18 (I) 20 (I) 
pK19/PER-2 R220S 6 (R) 11 (R) 11 (R) 6 (R) 22 (R) 6 (R) 13 (R) 14 (R) 15 (R) 
pK19/PER-2 R220G 6 (R) 6 (R) 6 (R) 16 (I) 25 (S) 6 (R) 21 (SDD) 15 (R) 13 (R) 
pK19/PER-2 R220H 6 (R) 10 (R) 8 (R) 12 (R) 29 (S) 9 (R) 22 (SDD) 18 (I) 18 (I) 
pK19/PER-2 R220T 6 (R) 13 (R) 14 (I) 14 (R) 35 (S) 14 (R) 22 (SDD) 20 (I) 28 (S) 
pK19/PER-2 R220C 6 (R) 15 (I) 13 (I) 6 (R) 29 (S) 6 (R) 23 (SDD) 19 (I) 24 (S) 
pK19/PER-2 T237A 6 (R) 13 (R) 10 (R) 6 (R) 12 (R) 6 (R) 11 (R) 6 (R) 6 (R) 
(R) resistente; (I) intermedio; (SDD) sensible dependiente de la dosis; (S) sensible.  
AMP: ampicilina, AMC: amoxicilina/ácido clavulánico; AMS: ampicilina/sulbactam; CEF: cefalotina; CTX: cefotaxima; 
CAZ: ceftazidima; FEP: cefepime; PIP: piperacilina; AZT: aztreonam. 
En negrita se encuentra resaltados resultados llamativos. 
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Tabla 10. Antibiogramas de los clones de E. coli Top10F’ productores la proteína PER-2 salvaje o de las 
variantes mutacionales en posición 220 clonadas en pMCL210. 
E. coli Top10 F’, con 
pMCL210 o con la 
construcción 
plasmídica en 
pMCL210 
 
Diámetro del halo de inhibición en mm  
(interpretación según CLSI) 
  
AMP AMC AMS CEF CTX CAZ FEP PIP AZT 
Sin vector 27 (S) 26 (S) 21 (S) 22 (S) 40 (S) 35 (S) 42 (S) 30 (S) 43 (S) 
pMCL210 27 (S) 27 (S) 25 (S) 25 (S) 42 (S) 35 (S) 40 (S) 30 (S) 40 (S) 
pMCL/PER-2 6 (R) 16 (I) 9 (R) 6 (R) 9 (R) 6 (R) 11 (R) 6 (R) 6 (R) 
pMCL/PER-2 R220L 6 (R) 16 (I) 9 (R) 10 (R) 26 (S) 10 (R) 22 (SDD) 18 (I) 20 (I) 
pMCL/PER-2 R220S 6 (R) 11 (R) 10 (R) 6 (R) 18 (R) 6 (R) 16 (R) 12 (R) 13 (R) 
pMCL/PER-2 R220G 6 (R) 6 (R) 6 (R) 15 (I) 27 (S) 6 (R) 19 (SDD) 16 (R) 13 (R) 
pMCL/PER-2 R220H 6 (R) 15 (I) 9 (R) 13 (R) 25 (S) 6 (R) 20 (SDD) 20 (I) 25 (S) 
pMCL/PER-2 R220T 6 (R) 13 (R) 13 (I) 12 (R) 30 (S) 6 (R) 19 (SDD) 18 (I) 25 (S) 
pMCL/PER-2 R220C 6 (R) 15 (I) 12 (I) 8 (R) 28 (S) 6 (R) 24 (SDD) 16 (R) 21 (S) 
(R) resistente; (I) intermedio; (SDD) sensible dependiente de la dosis; (S) sensible. 
AMP: ampicilina, AMC: amoxicilina/ácido clavulánico; AMS: ampicilina/sulbactam; CEF: cefalotina; CTX: cefotaxima; 
CAZ: ceftazidima; FEP: cefepime; PIP: piperacilina; AZT: aztreonam. 
En negrita se encuentra resaltados resultados llamativos. 
 
 
 
En líneas generales estos ensayos permiten suponer que la funcionalidad de la enzima se ve 
más afectada frente a las cefalosporinas que frente a las penicilinas cuando Arg220 se 
encuentra sustituida. Este efecto se evidencia mejor sobre cefotaxima y cefepime, y no sobre 
ceftazidima. 
El clon productor de la variante Arg220Gly parecería poseer una sensibilidad disminuida a los 
inhibidores de β-lactamasas ensayados, como era esperado por nuestras hipótesis, pero no así 
los demás clones productores de las variantes mutacionales. 
El cambio Thr237Ala no parecería generar modificaciones significativas en la susceptibilidad 
del clon productor de la misma, poniendo de manifiesto que esta sustitución afectaría en 
menor medida la funcionalidad de la enzima en comparación a lo que sucede con la sustitución 
de Arg220. 
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Ensayo por dilución en medio sólido: determinación de la Concentración Inhibitoria 
Mínima (CIM) 
Los resultados se muestran en las Tablas 11 y 12. Éstos fueron interpretados de acuerdo con 
las normas del CLSI del año 2014 [122]. También en este caso, los valores de CIM de cada 
antibiótico sobre las cepas E. coli ATCC 25922 y E. coli ATCC 35218 resultaron dentro de los 
rangos esperados. 
Tal como ocurrió en los ensayos por difusión en medio sólido, los resultados obtenidos para 
estos ensayos, tanto para los clones productores de las enzimas cuyos genes fueron clonados 
en el vector pK19 como en el vector pMCL210, fueron similares (sólo se observaron en algunos 
casos diferencias de una dilución que pueden deberse a la indeterminación intrínseca de la 
técnica). La cepa de E. coli transformada con el vector sin inserto fue sensible a todos los 
antibióticos ensayados con valores de CIM muy bajos al igual que E. coli Top10F’. Esto sugiere 
que las diferencias de CIM observadas serían debidas a la producción y acción de las β-
lactamasas producidas por los clones recombinantes. Por otra parte, todos estos resultados 
fueron concordantes con aquellos obtenidos en los antibiogramas. Se tomará como ejemplo 
para análisis los resultados obtenidos en la tabla 11 de los clones productores de las enzimas 
cuyos genes fueron clonados en el vector pK19.  
El análisis de los valores de CIM obtenidos para los clones productores de las variantes 
mutacionales en posición 220 mostró lo siguiente: 
 La resistencia a ampicilina para todos los clones se mantuvo con elevados valores de 
CIM semejantes al del clon productor de la enzima salvaje.    
 Los valores de CIM obtenidos para a las cefalosporinas permitieron explicar mejor los 
resultados obtenidos en los antibiogramas: 
o La resistencia a cefalotina se mantuvo para todos los clones aunque los valores 
de CIM hayan disminuido en algunas diluciones. Esto fue concordante con los 
pequeños aumentos de los halos de inhibición observados por antibiograma 
para este antibiótico.  
o Frente a las oximino cefalosporinas ceftazidima y ceftriaxona se evidenciaron 
las diferencias observadas anteriormente. Los valores de CIM de los clones 
productores de las variantes mutacionales se mantuvieron altos para 
ceftazidima, aunque unas diluciones por debajo de la CIM del clon productor 
de la enzima salvaje, generando el fenotipo de resistencia observado en los 
antibiogramas. Frente ceftriaxona (cuyos valores de CIM pueden ser 
comparados con los resultados obtenidos por antibiograma para cefotaxima), 
vemos que los clones productores de las variantes mutacionales resultaron 
sensibles con valores de CIM muy bajos comparados con el del clon productor 
de la enzima salvaje. En promedio, los valores de CIM cayeron 10 diluciones 
para este antibiótico. Para el clon productor de la variante Arg220Ser, que es 
el único que resultó resistente a cefotaxima, se vio una disminución de la CIM 
de 6 diluciones para ceftriaxona. En cuanto a los valores de CIM obtenidos 
para cefepime, éstos disminuyeron comparados con el del clon productor de la 
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enzima salvaje pero en un promedio de sólo 3 diluciones que fue suficiente 
para considerar a los clones como sensibles dependientes de la dosis.  
 Para los antibióticos piperacilina y aztreonam, los valores de CIM obtenidos reflejaron 
la misma variabilidad que la evidenciada en los antibiogramas.  
 Cuando se ensayaron las combinaciones de ampicilina con ácido clavulánico, con el 
objetivo de evidenciar mejor el efecto de una posible resistencia observada por 
antibiograma, se vio un aumento significativo de la CIM para el clon productor de la 
variante Arg220Gly. Cuando la concentración de ácido clavulánico ensayada fue de 1 
μg/ml se observó un aumento de la CIM de 3 diluciones comparado con el clon 
productor de la enzima salvaje. Cuando la concentración de ácido clavulánico fue de 
10 μg/ml la CIM aumentó 2 diluciones. Estas observaciones hacen suponer una 
disminución de la sensibilidad de este clon a dicho inhibidor que concuerda con los 
resultados obtenidos en los antibiogramas para la combinación amoxicilina/ácido 
clavulánico, donde los clones productores de esta variante fueron aquellos que 
presentaron un halo de inhibición menor en comparación al de los clones productores 
de la enzima salvaje. 
 
Para el clon productor de la variante Thr237Ala los valores de CIM obtenidos fueron similares 
al del clon productor de la enzima salvaje para la mayoría de los antibióticos ensayados. 
Solamente se observó una diminución de 4 diluciones frente a cefotaxima pero con 
conservación del fenotipo resistente. 
 
De manera general, ambos ensayos fenotípicos ponen de manifiesto que las sustituciones de 
Arg220 ensayadas producen un cambio en la susceptibilidad de los clones que expresan estas 
variantes frente a los distintos antibióticos β-lactámicos, el cual fue más evidente frente a 
algunas cefalosporinas. Además, la inhibición por ácido clavulánico se vio afectada por lo 
menos para el clon productor de la variante Arg220Gly. Estos resultados hacen suponer que la 
sustitución de Arg220 altera de alguna manera la afinidad de la enzima por el 
sustrato/inhibidor o la eficiencia de hidrólisis/inactivación. Por su parte la sustitución 
Thr237Ala no afecta de manera singular la actividad/inactivación de la enzima. Para intentar 
responder estas suposiciones se realizó la determinación de los parámetros cinéticos de 
hidrólisis e inactivación de cada una de las variantes mutacionales enzimáticas, cuyos 
resultados de exponen a continuación. 
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Parámetros cinéticos de hidrólisis  
En la Tabla 13 (y su continuación) se muestran los parámetros de hidrólisis de cada variante 
enzimática. 
Para las variantes con sustitución de Arg220 se observó lo siguiente: 
 Las eficiencias de hidrólisis (kcat/Km) de todas las variantes mutacionales sobre 
ampicilina fueron inferiores a la eficiencia de hidrólisis de la enzima salvaje para este 
antibiótico. Se apreció una disminución más marcada de la misma para la variante 
Arg220Gly debido principalmente al aumento del valor de Km. La eficiencia de hidrólisis 
de bencil-penicilina se vio disminuida de manera más marcada para las variantes 
Arg220Gly y Arg220His, y en menor grado para la variante Arg220Cys. Para el resto de 
las variantes enzimáticas la misma fue comparable con la eficiencia de hidrólisis de la 
enzima salvaje o en algunos casos, hasta se vio aumentada. 
 Todas las eficiencias de hidrólisis de las variantes mutacionales sobre las 
cefalosporinas resultaron inferiores a la de la enzima salvaje. 
o Las eficiencias de hidrólisis de la mayoría de las variantes mutacionales sobre 
cefalotina, ceftazidima y cefotaxima fueron en promedio 10 veces menores en 
comparación con la enzima salvaje. La única excepción fue la variante 
Arg220Gly cuyos valores de eficiencia de hidrólisis frente a cefalotina y 
cefotaxima resultaron aproximadamente 100 veces menores, debido 
principalmente a aumentos considerables de las Km y una disminución más 
moderada de las kcat. 
o Para cefepime sólo se apreció una disminución marcada de la eficiencia de 
hidrólisis de la variante Arg220Gly, de aproximadamente 10 veces en 
comparación con la enzima salvaje. 
 En cuanto a la hidrólisis de aztreonam también se vio disminución de las eficiencias de 
hidrólisis de todas las variantes mutacionales entre 40 a 100 veces en comparación con 
la enzima salvaje, debido principalmente al aumento de los valores de Km. 
  
Debido a que la eficiencia de hidrólisis tanto para ceftazidima como para cefotaxima 
disminuyeron en la misma proporción para las variantes mutacionales en comparación con la 
enzima salvaje, se puede suponer que la sustitución de Arg220 no estaría afectando de manera 
diferencial la hidrólisis de cada antibiótico, sino que las diferencias en las sensibilidades 
evidenciadas en los ensayos fenotípicos de los clones productores frente a estos antibióticos 
se deberían a una combinación de las cinéticas diferenciales con la capacidad de ingreso de 
cada droga a través de las porinas de la membrana externa del microorganismo para llegar a 
su sitio de acción. Por ejemplo, existen evidencias que demuestran que el ingreso de 
cefotaxima a través de la porina OmpF en E. coli es al menos dos veces mayor que el de 
ceftazidima [134]. Por lo tanto, una enzima que hidrolice ceftazidima con una eficiencia 
moderada, como podría ser el caso de las variantes mutacionales, podría alcanzar para 
obtener valores de resistencia, ya que ceftazidima estaría ingresando de manera lenta, que 
permitiría una inactivación suficiente. La entrada más rápida de cefotaxima impediría que 
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estas variantes enzimáticas, con valores de eficiencia hidrolítica de 10 veces menores, puedan 
actuar sobre la droga antes de que la misma ejerza su efecto sobre sus blancos de acción. 
Para la variante Thr237Ala las eficiencias de hidrólisis tanto de ampicilina y bencilpenicilina 
como de cefepime aumentaron en comparación a las eficiencias de hidrólisis de la enzima 
salvaje, debido principalmente al aumento de kcat para los primeros dos casos y a la 
disminución de Km para el último. Para el resto de los antibióticos, disminuyeron en 
comparación a la enzima salvaje, pero mucho menos que lo observado en las variantes de 
Arg220. Estos resultados ponen de manifiesto que el reemplazo de Thr237 no estaría 
influyendo de manera tan marcada en la hidrólisis de los sustratos en comparación a lo que 
sucede con la sustitución de Arg220, que lleva a cambios contundentes en las eficiencias de 
hidrólisis de la mayoría de los β-lactámicos estudiados. 
 
Tabla 13. Parámetros cinéticos de hidrólisis para PER-2 salvaje, variantes en Arg220 y variante 
Thr237Ala. 
Antibiótico 
Variante 
de PER-2 
Km 
(μM) 
kcat 
(s
-1
) 
kcat/Km 
(μM
-1
. s
-1
) 
kcat/Km 
relativa (%)
a
 
Ampicilina 
Salvaje 18 ± 1 53,0 ± 0,5 3,0 ± 0,2 100 
Arg220Leu 108 ± 10 105 ± 3 1,0 ± 0,1 33 
Arg220Ser 81 ± 8 72 ± 2 0,9 ± 0,1 30 
Arg220Gly 125 ± 5 64 ± 1 0,51 ± 0,03 17 
Arg220His 60 ± 6 72 ± 2 1,2 ± 0,1 40 
Arg220Thr 86 ± 8 100 ± 3 1,2 ± 0,2 40 
Arg220Cys 62 ± 6 124 ± 3 2,0 ± 0,2 67 
Thr237Ala 30 ± 3 133 ± 3 4,4 ± 0,6 147 
Bencil 
penicilina 
Salvaje 10 ± 1 23,8 ± 0,3 2,5 ± 0,2 100 
Arg220Leu 9,0 ± 0,8 35,5 ± 0,5 4,0 ± 0,4 160 
Arg220Ser 8,3 ± 0,8 35,3 ± 0,4 4,2 ± 0,4 168 
Arg220Gly 25 ± 1 30,5 ± 0,5 1,2 ± 0,1 48 
Arg220His 31 ± 2 40,7 ± 0,9 1,3 ± 0,1 52 
Arg220Thr 10 ± 1 58,3 ± 0,8 5,7 ± 0,6 228 
Arg220Cys 20 ± 2 41,7 ± 0,7 2,0 ± 0,2 80 
Thr237Ala 11 ± 1 43,1 ± 0,6 3,9 ± 0,6 156 
Cefalotina 
Salvaje 12,7 ± 0,7 49,0 ± 0,8 3,9 ± 0,3 100 
Arg220Leu 58 ± 3 27,8 ± 0,8 0,48 ± 0,04 12 
Arg220Ser 43 ± 2 22,6 ± 0,5 0,53 ± 0,04 14 
Arg220Gly 510 ± 22 20,4 ± 0,5 0,040 ± 0,003 1 
Arg220His 82 ± 5 14,2 ± 0,4 0,17 ± 0,01 4 
Arg220Thr 63 ± 4 31 ± 1 0,50 ± 0,05 13 
Arg220Cys 40 ± 3 17,5 ± 0,5 0,44 ± 0,05 11 
Thr237Ala 6,8 ± 0,8 13,6 ± 0,4 2,0 ± 0,3 51 
a
 Eficiencia de hidrólisis relativa a la enzima salvaje. 
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Tabla 13 (continuación). Parámetros cinéticos de hidrólisis para PER-2 salvaje y variantes  
en Arg 220 y variante Thr237Ala. 
Antibiótico 
Variante 
de PER-2 
Km 
(μM) 
kcat 
(s
-1
) 
kcat/Km 
(μM
-1
. s
-1
) 
kcat/Km 
relativa (%)
a
 
Ceftazidima 
Salvaje 105 ± 4 75 ± 1 0,71 ± 0,04 100 
Arg220Leu ND ND 0,0266 ± 0,0003 4 
Arg220Ser ND ND 0,0719 ± 0,0006 10 
Arg220Gly ND ND 0,0655 ± 0,0008 9 
Arg220His ND ND 0,041 ± 0,001 6 
Arg220Thr ND ND 0,094 ± 0,001 13 
Arg220Cys ND ND 0,0647 ± 0,0008 9 
Thr237Ala ND ND 0,351 ± 0,003 49 
Cefotaxima 
Salvaje 51 ± 3 92 ± 3 1,8 ± 0,1 100 
Arg220Leu 129 ± 11 12,3 ± 0,6 0,10 ± 0,01 6 
Arg220Ser 118 ± 9 21,0 ± 0,9 0,18 ± 0,02 10 
Arg220Gly 543 ± 49 9,2 ± 0,6 0,017 ± 0,003 1 
Arg220His 263 ± 26 32 ± 1 0,12 ± 0,02 7 
Arg220Thr 104 ± 5 13,3 ± 0,3 0,13 ± 0,01 7 
Arg220Cys 139 ± 11 21,2 ± 0,9 0,15 ± 0,02 8 
Thr237Ala 13,1 ± 0,7 9,9 ± 0,2 0,76 ± 0,06 42 
Cefepime 
Salvaje 40 ± 2 18,6 ± 0,6 0,47 ± 0,05 100 
Arg220Leu 200 ± 50 49 ± 8 0,2 ± 0,1 43 
Arg220Ser 103 ± 10 27 ± 1 0,26 ± 0,05 55 
Arg220Gly ND ND 0,060 ± 0,002 13 
Arg220His 158 ± 54 24 ± 5 0,15 ± 0,09 32 
Arg220Thr 80 ± 9 18 ± 1 0,22 ± 0,04 47 
Arg220Cys 268 ± 33 63 ± 6 0,24 ± 0,05 51 
Thr237Ala 2,5 ± 0,3 10,8 ± 0,3 4,3 ± 0,6 915 
Aztreonam
b
 
Salvaje 2,4 ± 0,1 1,0 ± 0,1 0,40 ± 0,07 100 
Arg220Leu 136 ± 2 1,16 ± 0,04 0,0085 ± 0,0005 2 
Arg220Ser 73 ± 3 0,75 ± 0,04 0,010 ± 0,001 3 
Arg220Gly 350 ± 11 1,12 ± 0,06 0,0032 ± 0,0003  1 
Arg220His 148 ± 7 0,80 ± 0,06 0,0054 ± 0,0007 1 
Arg220Thr 181 ± 2 1,05 ± 0,06 0,0058 ± 0,0004 1 
Arg220Cys 234 ± 5 0,93 ± 0,05 0,0039 ± 0,0003 1 
Thr237Ala 13,4 ± 0,3 2,545 ± 0,006 0,190 ± 0,004 48 
Nitrocefin 
Salvaje 32 ± 1 159 ± 3 5,0 ± 0,3 100 
Arg220Leu 96 ± 12 71 ± 3 0,7 ± 0,1 14 
Arg220Ser 39 ± 2 92 ± 1 2,4 ± 0,1 48 
Arg220Gly 310 ± 34 274 ± 16 0,9 ± 0,1 18 
Arg220His 141 ± 13 77 ± 3 0,55 ± 0,07 11 
Arg220Thr 169 ± 19 155 ± 7 0,9 ± 0,1 18 
Arg220Cys 76 ± 5 76 ± 1 1,00 ± 0,09 20 
Thr237Ala 17 ± 1 289 ± 3 17 ± 1 340 
a
 Eficiencia de hidrólisis relativa a la enzima salvaje.
 b 
Los valores de Km fueron determinados como Ki.
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Parámetros cinéticos de inactivación  
Los parámetros de inactivación por ácido clavulánico y tazobactam (Tabla 14 y Figura 19) 
mostraron que las eficiencias de inactivación (kinact/KI) de las variantes mutacionales con 
sustitución de Arg220 son menores comparadas con la enzima salvaje: 
 La eficiencia de inactivación por ácido clavulánico fue aproximadamente 20 a 50 veces 
menor para la mayoría de las variantes mutacionales y aproximadamente 300 veces 
menor para la variante Arg220Gly, debido principalmente al aumento de KI (son 
necesarias mayores concentraciones de inhibidor para que se alcance la mitad de la 
inactivación máxima de estas enzimas). Esto supone que las variantes en posición 220 
presentarían menor afinidad por el inhibidor, particularmente la variante Arg220Gly, lo 
cual correlacionó con fenotipos de sensibilidad disminuida a la combinación de 
ampicilina/ácido clavulánico, mientras que las anteriores no llevaron a una 
disminución evidente de la sensibilidad, aún bajo expresión en un entorno isogénico. 
Estas diferencias podrían ser debidas además al hecho de que los productos 
resultantes de la acilación e hidrólisis del clavulanato pueden acumularse y generar 
algún fenómeno de inhibición por acumulación de producto, por lo que sólo 
diferencias significativas en los valores de KI, o kinact/KI, se traducirían en 
modificaciones evidentes en los valores de CIM.   
 La eficiencia de inactivación por tazobactam fue entre 40 a 160 veces menor para la 
mayoría de las variantes mutacionales y aproximadamente 500 veces menor para la 
variante Arg220Gly, en todos los casos debido al aumento de KI, que refleja la 
necesidad de mayores concentraciones de inhibidor para que se alcance la mitad de la 
inactivación máxima y también a la disminución de los valores de kinact (diferente a lo 
que ocurre frente a ácido clavulánico). 
 
Para a la variante Thr237Ala la eficiencia de inactivación tanto por ácido clavulánico como 
por tazobactam también se vio disminuida con respecto a la enzima salvaje pero en una 
proporción mucho menor. La eficiencia de inactivación por ácido clavulánico fue 2 veces 
menor y 4 veces menor por tazobactam, debido a un leve aumento de KI y disminución de 
kinact. Estos resultados indicarían que si bien Thr237 puede tener un papel en la correcta 
inactivación de la enzima, su sustitución afecta en menor medida el comportamiento de la 
enzima en comparación con Arg220.  
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Figura 19. Eficiencia de inactivación enzimática (kinact/KI) porcentual relativa 
a la enzima salvaje. (A) ácido clavulánico; (B) tazobactam.  
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Estudio conformacional proteico 
Del análisis de los resultados obtenidos en los ensayos de dicroísmo circular (Figuras 20 y 21) y 
fluorescencia intrínseca (Figura 22), se puede inferir que el plegado de la enzima PER-2 salvaje 
y las variantes en posición 220 sería similar. En otras palabras, la mutación no generaría 
modificaciones significativas en el contenido de estructura secundaria ni alteración de la 
conformación terciaria. En este contexto, podemos suponer que los cambios observados 
fenotípica y cinéticamente sólo podrían deberse a alteraciones locales en el entorno inmediato 
del residuo tales como interacciones con otros residuos en el sitio activo de la proteína (o 
cercanos a éste), con el sustrato o con el inhibidor. 
 
 
Figura 20. Espectro de dicroísmo circular de PER-2 salvaje y variantes Arg220 
en el UV-lejano (refleja estructura secundaria). 
 
 
Figura 21. Espectro de dicroísmo circular de PER-2 salvaje y variantes Arg220 
en el UV-cercano (refleja estructura terciaria). 
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Figura 22. Espectro de emisión de fluorescencia intrínseca de PER-2 salvaje y 
variantes Arg220. 
 
 
Desnaturalización en el equilibrio 
Este ensayo fue realizado como una primera aproximación para comprender el mecanismo de 
desnaturalización de PER-2 inducido por cloruro de guanidinio y con el objetivo de ver, a 
grandes rasgos, si la sustitución de Arg220 por otro aminoácido producía modificaciones 
sustanciales en el mecanismo propuesto y en la estabilidad de las variantes mutacionales. Los 
resultados experimentales, tanto para la enzima salvaje como para las variantes, fueron 
ajustados a un modelo de desplegado de tres estados como modelo mínimo o más 
simplificado. Las curvas de ajuste y los puntos experimentales se muestran en las figuras 23 A y 
B. Este modelo, que involucra la presencia de un intermediario termodinámicamente estable 
entre el estado nativo y el desplegado, también ha sido reportado en ensayos de 
desnaturalización realizados con otras β-lactamasas de clase A como por ejemplo TEM-1, para 
la cual se postula que el intermediario tendría una estructura de “glóbulo fundido” [135].  
La tabla 15 muestra los parámetros de desplegado producidos por el cloruro de guanidinio 
para cada transición. Debido a que se trató de un primer (y único) experimento, el cálculo de 
estos parámetros posee un error considerable ya que, para una mejor aproximación a los 
valores reales, se debería poblar con más puntos experimentales las zonas de las transiciones 
conformacionales. Sin embargo, el propósito de mostrarlos es poner en evidencia que, en 
líneas generales, no se observan modificaciones sustanciales de los parámetros de ajuste de 
cada transición conformacional (con una posible excepción para el caso de la variante 
Arg220Ser para la segunda transición). Este sería el primer indicio de una conservación del 
mecanismo de plegado (y de la estabilidad) de las variantes mutacionales en comparación con 
la proteína salvaje.  
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Figura 23. Transiciones de desplegado en el equilibrio. (A y B) La intensidad de fluorescencia 
integrada se utilizó para monitorear el equilibro de desplegado de la proteína salvaje y mutantes 
en Arg220 derivadas frente a cloruro de guanidinio (GdmCl). Un modelo de tres estados fue 
ajustado a los datos experimentales que se muestran con cuadrados, mientras que las curvas del 
ajuste se representan en línea completa. 
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Tabla 15. Parámetros de desplegados producidos por el cloruro de guanidinio 
Variante de 
PER-2 
ΔG
0
 H2O N-I 
(kcal/mol) 
mN-I 
(kcal/mol.M) 
CmN-I 
(M) 
ΔG
0
 H2O I-D 
(kcal/mol) 
mI-D 
(kcal/mol.M) 
CmI-D 
(M) 
Salvaje 4,1 4,7 0,9 3,3 2,0 1,7 
Arg220Leu 5,7 9,3 0,6 5,1 2,3 2,2 
Arg220Ser 6,6 14,1 0,5 10,7 5,0 2,1 
Arg220Gly 4,1 6,0 0,7 4,0 2,1 1,9 
Arg220His 4,0 9,6 0,4 5,9 2,7 2,2 
Arg220Thr 5,7 13,4 0,4 4,5 2,2 2,0 
Arg220Cys 4,1 7,0 0,6 4,7 2,1 2,2 
ΔG
0
 H2O N-I y ΔG
0
 H2O I-D son las diferencias de energía libre entre los estados N (nativo) e I (intermediario) y entre I 
(intermediario) y D (desplegado) respectivamente. mN-I y mI-D son las pendientes de cada transición. CmN-I y CmI-D 
son, por definición, las concentraciones de desnaturalizante a las cuales las correspondientes constantes 
de equilibrio son iguales a 1.  
 
 
 
Estructura cristalográfica de PER-2 
Se obtuvo la estructura cristalográfica de PER-2. La misma fue refinada a una resolución de 
2,20 Å y depositada en el “Protein Data Bank” (PDB) bajo el número de acceso 4D2O. Los 
principales datos y parámetros estadísticos de las etapas de colección de datos, difracción, 
obtención de fases y refinado se muestran en la tabla 16.  
La estructura refinada consistió de dos monómeros por unidad asimétrica. El monómero A 
presentó 280 residuos, desde Ala24 a Val297, mientras que el monómero B consistió de 278 
residuos, desde Ser26 a Val297. La estructura se encontró solvatada por 152 moléculas de 
agua ordenadas. El mapa de densidad electrónica estuvo bien definido a lo largo de la cadena 
principal de ambos monómeros, excepto en la región de los residuos Leu103-Gln103A-
Asn103B de la cadena A y en el extremo C-terminal (Ser298-Pro299-Asp300) de ambas cadenas 
(“A” y “B” indican inserciones de residuos de acuerdo con el esquema de Ambler para la 
numeración de las β-lactamasas de clase A). La desviación del valor cuadrático medio (RMSD) 
entre los átomos de Cα equivalentes de ambos monómeros fue de 0,64 Å y no se encontraron 
diferencias significativas entre los dos sitios activos. Debido a estas observaciones, las 
discusiones de este trabajo refieren indistintamente a ambos monómeros.  
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Tabla 16. Colección de datos, difracción y obtención de fases correspondientes al refinamiento de la 
estructura de PER-2. 
Cristal PER-2 nativa 
Código PDB 4D2O 
Colección de datos:  
Grupo espacial P 1 21 1 
Parámetros de la celda (Å) 
a = 41,48      b = 83,88      c = 68,94 
α = 90,00      β = 103,92   γ = 90,00 
Subunidades / unidad asimétrica 2 
Rango de resolución (Å) 41,94 – 2,20 (2,32 – 2,20) 
a 
Número total de reflexiones 159256 
Número de reflexiones únicas 23354 (3390) 
Rmerge (%)
b
 14,5 (65,0) 
Multiplicidad
 
 6,8 (6,9) 
Completitud (%) 100 (100) 
I/σ(I)
 
media 10,5 (3,1) 
Refinamiento:  
Rango de resolución 33,46 – 2,20 
Número de átomos (proteína) 4407 
Número de moléculas de agua 152 
Rcryst (%) 19,44 
Rfree (%) 23,97 
RMSD de la estequiometria ideal:  
Longitud de enlaces (Å) 0,013 
Ángulos de enlaces (
o
)  1,619 
Planos (Å) 0,007 
Restricciones en centros quirales (Å
3
) 0,105 
Factor B medio (todos los átomos) (Å
2
) 29,2 
Gráfico de Ramachandran (residuos en):  
Regiones favorables (%)   97,4 
Regiones permitidas (%)  2,6 
Regiones atípicas (outliers) (%)  0,0 
a
 Valores entre paréntesis representan las estadísticas para la esfera de alta resolución del cristal. 
b
 RMSD: Desvíos cuadráticos medios (root-mean square deviations). 
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Comparación de la estructura cristalográfica de PER-2, con PER-1 y otras β-
lactamasas de clase A 
La estructura general de la β-lactamasa PER-2 es similar a la estructura previamente reportada 
de PER-1 (PDB: 1E25) [116], con un RMSD de 0,619 Å entre ellas. Como en otras β-lactamasas 
de clase A, los motivos del sitio activo se encontraron localizados en la interface entre el 
dominio todo-α y el dominio α/β. Estos motivos están definidos por Ser70-Val71-Phe72-Lys73 
[motivo 1 “SXXK” (Ser-Xaa-Xaa-Lys), que contiene a la serina nucleofílica], Ser130-Asp131-
Asn132 [motivo 2 “SXN” (Ser-Xaa-Asn), en el bucle entre las hélices α4 y α5], Lys234-Thr235-
Gly236 [motivo 3 “KTG” (Lys-Thr-Gly), en la cadena β3] y el Ω-loop de 14 aminoácidos de 
longitud desde Ala164 a Asn179 (Figuras 24 a y 25). 
Comparada con otras β-lactamasas de clase A, PER-2 presentó tres inserciones a lo largo de su 
secuencia, (i) Gln103A-Asn103B y (ii) Gln112A-Gly112B (ambas localizadas en la base del 
dominio todo-α como parte de un largo pliegue que conecta las hélices α2 y α3, enfrentando al 
Ω-loop) y (iii) Arg240A-Ala240B-Gly240C-Lys240D, generando un bucle ampliado entre las 
cadenas β3 y β4, luego del motivo conservado KTG (Lys-Thr-Gly) (Figura 24 a). La inserción 
Gln103A-Asn103B creó un nuevo plegamiento que parece estar estabilizado por puentes de 
hidrógeno entre el esqueleto de la Ser106 y probablemente alguno de los rotámeros de la 
Gln103A, que difiere del plegamiento conservado (Val103-Asn106) de otras β-lactamasas de 
clase A como CTX-M [130]. 
La característica estructural más relevante observada en PER-2 como en PER-1 [116], fue la 
presencia de un sitio activo expandido que contribuiría a facilitar el acceso de moléculas 
voluminosas como las oximino cefalosporinas. Esta característica se debería, por un lado, a la 
presencia de un Ω-loop “invertido” comparado con el de otras β-lactamasas de clase A, cuya 
configuración resulta de la presencia de una unión trans entre los residuos de Glu166 y Ala167 
en vez de la unión cis presente en todas las demás β-lactamasas de la misma clase y, por otro 
lado, a la presencia del bucle ampliado entre las cadenas β3 y β4 que expande la entrada al 
sitio activo a 12,2 Å comparado con aproximadamente 6,5 Å en las demás β-lactamasas de 
clase A (Figura 24).  
La estructura general del Ω-loop de PER-2 está estabilizada por puentes de hidrógeno entre los 
oxígenos del grupo carboxílico de Asp136 (que reemplaza a Asn136 altamente conservado en 
otras β-lactamasas de clase A) con el átomo de nitrógeno de la cadena principal de Glu166 (2,9 
Å) y el de Ala167 (3,0 Å) (Figura 24 c) y por interacciones puente de hidrógeno adicionales 
entre Ala164 y Asn179, que son los residuos inicial y final del Ω-loop, respectivamente. 
La posición y la orientación de las cadenas laterales de los residuos importantes como Ser70, 
Lys73, Ser130 y Glu166, fueron equivalentes a las de otras β-lactamasas de clase A (Figura 26 
b). Estos resultados, junto al hecho de que los valores de RMSD de los Cα de los motivos 
conservados de PER-2 fueron comparables con los de otras β-lactamasas de clase A (Tabla 17), 
indicaron una conservación en la estructura general del sitio activo. 
En el mapa de densidad electrónica obtenido se evidenció la presencia de la molécula de agua 
conservada asociada al bolsillo oxianiónico (Wat14 en el monómero A y Wat113 en el 
monómero B) (Figura 26 a), localizada a 3,29 Å y 2,85 Å de los nitrógenos de las cadenas 
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principales de Ser70 y Thr237 respectivamente, en concordancia con la molécula de agua 
encontrada en el sitio activo de PER-1 (Wat2153) [116] y en otras β-lactamasas de clase A 
[para referencias ver en el PDB las moléculas 1BTL (TEM-1), 1SHV (SHV-1), 1IYS (TOHO-1) y 
3DW0 (KPC-2)]. Sin embargo, la presencia de la molécula de agua de desacilación no pudo ser 
evidenciada, ya que no se observó una densidad electrónica en la posición equivalente a la 
molécula de agua de desacilación (Wat2075) de PER-1 [116]. 
 
 
 
Figura 24. Estructura general de la β-lactamasa PER-2. (a) Superposición de PER-2 y TEM-1 (ambas 
estructuras terciarias coloreadas en gris). La localización de los motivos principales se destaca en rosa, el 
Ω-loop particular de esta enzima se muestra en naranja y los tres sitios de inserciones en azul. (b) 
Expansión de loop que conecta las cadenas β3 y β4 de PER-2 (lila) comparado con el de TEM-1 (naranja) 
y CTX-M-44/TOHO-1 (verde). (c) Comparación de la unión trans producida entre Glu166-Ala167 y el 
puente de hidrógeno con Asp136 que ocurre en PER-2 (lila) con respecto a la unión cis que ocurre 
normalmente en otras β-lactamasas de clase A como CTX-M-44/TOHO-1 (verde) entre Glu166-Pro167 y 
el puente de hidrógeno con Asn136. Todas las distancias están en angstroms. Ruggiero et al, 2014 [136]. 
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Figura 26. Vista detallada de la estructura del sitio activo de la β-lactamasa PER-2. (a) El mapa de 
densidad electrónica 2F0-Fc contorneado a 1,5 σ se muestra en gris alrededor de los residuos de 
aminoácidos más importantes de la cavidad del sitio activo del monómero A; la molécula de agua 
oxianiónica se muestra como una esfera verde y otras moléculas de agua como esferas naranjas. (b) 
Comparación del sitio activo de PER-2 (rosa) y PER-1 (verde). En la figura se indican los principales 
puentes de hidrógeno (líneas negras punteadas) implicados en la estabilización del sitio activo de PER-2 
y las moléculas de agua “oxianiónica” (OAW) (verde para PER-2 y naranja para PER-1) y de 
“desacilación” (CW) (naranja para PER-1) como así también la red Ser70-Gln69-Agua14-Thr237-Arg220. 
Para una mejor visualización sólo se muestran los puentes de hidrógeno de PER-2. (c) Posición y 
ocupación espacial de Arg220 en PER-2 que genera la creación de una red de puentes de hidrógeno 
única con los residuos vecinos Gly236, Thr237, Asn245 y Glu276, entre otros. Ser70 se muestra como 
referencia. Colores de referencia: rojo, oxígeno; azul, nitrógeno; verde, azufre. Todas las distancias están 
en angstroms. Ruggiero et al, 2014 [136]. 
 
 
Tabla 17. Desvíos cuadráticos medios de las estructuras secundarias y motivos conservados de PER-2 
con los de otras β-lactamasas de clase A [136]. 
 Secuencia completa Motivo SXXK Motivo SDN Motivo KTG Ω-loop 
PER-1 0,619 0,116 0,128 0,016 0,220 
TEM-1 1,810 0,118 0,086 0,081 3,453 
SHV-1 1,894 0,182 0,048 0,033 3,308 
TOHO-1 1,629 0,040 0,025 0,070 3,360 
KPC-2 1,841 0,171 0,057 0,057 3,408 
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Características adicionales probablemente involucradas en la estabilización del 
sitio activo de PER-2 
Se observaron algunas características en el entorno del sitio activo de PER-2 que no fueron 
previamente evaluadas en PER-1 (Figura 27): 
 La molécula de agua Wat52, que se encontró ubicada en la entrada del sitio catalítico, 
estabilizaría el agudo pliegue del bucle β3-β4 por medio de puentes de hidrógeno con 
los residuos del Ω-loop, posiblemente evitando el colapso entre ambos dominios.  
 Algunos de los posibles rotámeros de Arg240A, ubicada en el bucle β3-β4 (que en PER-
1 está reemplazada por Lys240A), podría interactuar con Asp173 del Ω-loop 
posiblemente modulando el ingreso de los β-lactámicos al sitio activo. 
 La cadena lateral aromática de Phe72 se encontró rotada aproximadamente 45° en 
relación con el mismo residuo presente en otras β-lactamasas de clase A como TEM y 
SHV (las enzimas CTX-M contienen serina en esta posición) creando un ambiente 
hidrofóbico debido la repulsión entre Phe72 y Phe139 que podría tener un impacto en 
la interacción con ciertos antibióticos. Met169 de PER-2, que se encuentra 
reemplazado por leucina en otras β-lactamasas de clase A, podría tener un papel 
adicional en la ubicación espacial de Phe72 [137, 138]. 
 
 
 
Figura 27. Características adicionales probablemente involucradas en la estabilización del sitio activo 
de PER-2. En violeta se muestran los residuos que interactúan con la molécula de agua Wat52 (W52); en 
naranja los que se postula que intervienen en la modulación de la frecuencia de entrada de los  
β-lactámicos al sitio activo; en celeste los que se ubican en el "nicho" hidrofóbico;  
y en rosa los principales del sitio activo. 
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Posible participación de la Gln69, Arg220 y Thr237 en una red de puentes de 
hidrógeno importante para la estabilización del sitio activo 
Estudios previos realizados sobre PER-1 han examinado el papel de diferentes residuos 
involucrados en la hidrólisis de cefalosporinas de tercera generación [115, 117]. También fue 
evaluada la influencia de otros residuos en el mecanismo de inhibición por los inhibidores 
basados en su mecanismo [139]. En esta proteína Gln69 fue propuesta como el segundo 
ligando de la molécula de agua de desacilación [116]. Este aminoácido es homólogo de Asn170 
de otras β-lactamasas de clase A [140, 141]. En PER-2 se observó que la cadena lateral de 
Gln69 parece ocupar el espacio equivalente del residuo Asn170, debido en parte a que Asn170 
está reemplazado por His170 en las enzimas PER y a que su posición relativa con respecto al 
ambiente del sitio activo está dramáticamente modificada como resultado del Ω-loop 
particular de estas proteínas (el Cα de His170 está desplazado entre 6,5 - 7,3 Å hacia afuera del 
sitio activo). 
En las β-lactamasas de clase A TEM y SHV, Arg244 parece tener un papel importante en la 
unión de los inhibidores [142-144]. Este papel en las enzimas CTX-M parece ser cumplido por 
Arg276 [145], y en otras β-lactamasas de clase A, como la de Streptomyces albus G o las 
carbapenemasas KPC-2 y NMC-A (PDB: 1BSG, 3DW0 y 1BUE respectivamente) [118], se 
observó que el grupo guanidinio de la cadena lateral de Arg220 perteneciente a la cadena β4, 
ocupa una posición equivalente al grupo guanidinio de Arg244/276 de las β-lactamasas de 
clase A antes mencionadas. Para alguna de estas enzimas, Arg220 fue evaluada con respecto a 
su influencia en la unión de sustratos e inhibidores y se dio a este residuo el mismo papel que 
el de Arg244 de TEM y SHV [120, 146]. Para PER-1, el papel de Arg220 fue sólo estudiado en 
cuanto a la hidrólisis de algunos β-lactámicos para la mutante Arg220Leu [115]. La resolución 
de la estructura cristalográfica de PER-2 aporta evidencias concretas que demuestran que 
Arg220 ocupa un espacio equivalente a Arg244/276 de las enzimas anteriormente 
mencionadas, corroborando los modelos computacionales previamente realizados a partir de 
la estructura cristalográfica de PER-1.  
En la estructura de PER-2 se observó también una red de interacciones entre Arg220 con 
residuos vecinos que difiere de las asociaciones observadas en otras β-lactamasas que 
contienen Arg244/276. Como se muestra en la figura 26 c, el grupo guanidinio de Arg220 de 
PER-2 realiza puentes de hidrógeno con Thr237 (2,7 y 2,8 Å), Asn245 (3,1 Å), Glu276 (2,7 Å) y 
Gly236 (3,2 Å). Otros puentes de hidrógeno adicionales se pudieron deducir también entre 
Arg220 y Gly217, Lys222 y Gly223 e interacciones no polares entre Arg220 y la cadena lateral 
de Asp246. En TEM-1, SHV-1 y TOHO-1, pocas interacciones polares se generan entre 
Arg244/Arg276 y residuos cercanos. Estas diferencias podrían explicar parcialmente las 
elevadas eficiencias de hidrólisis que presenta PER-2 frente a ciertos antibióticos. 
Otra diferencia llamativa entre las β-lactamasas PER y la gran mayoría de las enzimas de clase 
A, es la presencia de una treonina en posición 237. En la estructura de PER-2 se pudo 
evidenciar la posible importancia de Thr237 para conectar residuos esenciales del sitio activo 
con Arg220 a través de una red de puentes de hidrógeno que no había sido reportada 
previamente (la misma involucra a los residuos Ser70-Gln69-Wat14-Thr237-Arg220). En esta 
red, Thr237 podría servir como un punto de anclaje para conectar ambos dominios de la 
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proteína (Figura 26 b) e interacciones adicionales entre Arg220 con Thr244 y Glu276 podrían 
mejorar aún más la estabilidad global de la estructura. De hecho, tanto Arg220 como Thr237 
parecen estar contribuyendo al ajuste topológico del bolsillo oxianiónico como se sugiere 
también para otras β-lactamasas de clase A [34, 115]. El grupo hidroxilo de Thr237 también es 
importante para la interacción con los sustratos ya que provee la posibilidad de realizar 
uniones puente de hidrógeno adicionales con el grupo carboxílico de los mismos, como se 
describe más adelante. 
 
 
Modelado computacional y estudios de docking molecular 
 
Modelado computacional de PER-2 con oximino cefalosporinas e inhibidores 
De acuerdo a la figura 28 a, el modelo simulado de la enzima PER-2 acilada con cefotaxima, 
que fue realizado utilizando la estructura TOHO-1/cefotaxima (PDB: 1IYO) [130] para 
determinar la posición inicial de la molécula de antibiótico, indicó que esta molécula se 
posiciona en el sitio activo de PER-2 generando uniones puentes de hidrógeno con Gln69, 
Ser130, Asn132, Glu166, Thr235 y Thr237. Estas interacciones con la molécula de cefotaxima, 
en conjunto, podrían apoyar la hidrólisis eficiente que presentan las β-lactamasas PER frente a 
las oximino cefalosporinas [84, 87, 117]. 
Thr237, como se discutió, podría estar participando en la formación de una red crítica de 
puentes de hidrógenos implicada en la estabilización del sitio activo y de la cadena β3 
actuando como un conector entre la molécula de β-lactámico con Arg220. Además, a partir de 
este modelo, proponemos que Arg240A participaría en algún paso durante la entrada de 
cefotaxima al sitio activo, probablemente ayudada por Asp173. En TOHO-1 y en otras β-
lactamasas de clase A, Asp240 (que se encuentra en una posición equivalente a la de Arg240A 
de PER-2) participa en la interacción con el anillo de aminotiazol de cefotaxima durante la 
entrada al sitio activo [130, 147]. 
Un escenario similar se obtiene para el modelo simulado de PER-2 en complejo con 
ceftazidima (Figura 28 b), generado utilizando la estructura TOHO-1/ceftazidima (PDB: 2ZQD) 
para establecer la posición inicial de la molécula de antibiótico. El modelo predijo que la 
existencia de una cavidad catalítica ampliada podría permitir el alojamiento adecuado de la 
ceftazidima a través de interacciones con Gln69, Ser130, Asn132, Glu166, Thr235 y Thr237. 
También se detectaron interacciones adicionales entre ceftazidima y otros residuos que no 
ocurren en otras β-lactamasas. Por ejemplo, Asp173, Gln176 y Arg240A parecen estar cerca de 
la molécula de antibiótico y podrían tener algún papel en el acomodamiento o en la entrada de 
la molécula. Además, el anillo dihidrotiazínico de ceftazidima permitiría la formación de 
interacciones de Van der Waals con Trp105 y, el largo grupo carboxi propoxiimino, podría 
establecer interacciones adicionales con el átomo de oxígeno de los grupos carbonilo de 
Thr237 y Ser238 probablemente debido a la mayor flexibilidad de la cadena β3 de PER-2. En 
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apoyo a esta hipótesis, fue establecido que Ser238 está implicada en la hidrólisis eficiente de 
ceftazidima en las BLEE derivadas de TEM/SHV, producto de interacciones ventajosas con la 
misma y con Asn170 (que es el equivalente espacial de Gln69 de las enzimas PER) [148]. Las 
interacciones predichas entre PER-2 y ceftazidima podrían explicar las altas eficiencias 
catalíticas observadas hacia ceftazidima por las β-lactamasas PER [84, 115]. A su vez, las 
diferencias observadas en el comportamiento cinético frente a este antibiótico entre PER-2 y 
PER-1 probablemente se deban a la presencia de residuos diferentes en ciertas posiciones 
como la Arg240A de PER-2 que se encuentra sustituida por Lys240A en PER-1. Estos cambios 
merecen un mayor estudio para corroborar estas observaciones. 
 
 
 
Figura 28. Modelos computacionales de PER-2 con oximino cefalosporinas. (a) Vista detallada del sitio 
activo de TOHO-1 (celeste) en asociación con cefotaxima (amarilla; izquierda) con los principales 
puentes de hidrógeno (PDB: 1IYO) y el modelo simulado de PER-2 (rosa) y la posición probable de la 
cefotaxima en su sitio activo (derecha) que supone la formación de puentes de hidrógeno más 
favorables que involucran los residuos Gln69, Thr237 y Arg220. (b) Sitio activo de TOHO-1 en complejo 
con ceftazidima (violeta; izquierda) donde se indican las principales uniones puente de hidrógeno (PDB: 
2ZQD) en comparación con el modelo simulado de PER-2 en su posible asociación con ceftazidima 
(derecha). Colores de referencia: rojo, oxígeno; azul, nitrógeno; verde, azufre. Todas las distancias están 
en angstroms. 
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Por otro lado, los inhibidores como el ácido clavulánico también podrían ser estabilizados 
adecuadamente en el sitio activo durante la inhibición. Basándose en los modelos simulados 
obtenidos de PER-2 con clavulanato, tomando la estructura de SHV-1 en complejo con 
clavulanato (PDB: 2H0T) para establecer la posición inicial de la molécula del inhibidor [149], 
Gln69, Arg220, Thr237 y probablemente la Arg240A podrían ser importantes en dicha 
estabilización (Figura 29). En las β-lactamasas TEM y SHV con disminución de la sensibilidad a 
la inhibición por el ácido clavulánico, diversas mutaciones en Arg244 sugieren que la 
interacción entre este residuo y el grupo carboxilato del clavulánico es esencial para la 
inactivación [99, 118, 150, 151]. Si bien fueron analizadas en PER-1 las sustituciones de Gln69 
no parecen afectar a la inactivación por ácido clavulánico [139]. Además, para PER-1 se han 
generado también sustituciones en Arg220 o Thr237, las cuales parecen alterar el 
comportamiento hacia las cefalosporinas [115]; sin embargo, no había sido evaluado el papel 
de estos aminoácidos en cuanto a su importancia en la interacción con los inhibidores basados 
en su mecanismo.  
Los resultados expuestos en este trabajo sobre las diferentes mutantes de PER-2 en Arg220 
demuestran que las modificaciones en este residuo no sólo afectan a la sensibilidad a los 
inhibidores sino que también parecen afectar el comportamiento catalítico hacia varios 
antibióticos. 
 
 
 
Figura 29. Modelos computacionales de PER-2 con clavulanato. Vista detallada del sitio activo de SHV-1 
(verde) en asociación con clavulanato (naranja) (PDB: 2H0T) junto al modelo simulado de PER-2 (rosa) y 
la posición probable del clavulanato (celeste) en su sitio activo que supone la realización de puentes de 
hidrógeno más favorables que involucran los residuos Gln69, Arg220, Thr237 y probablemente Arg240A. 
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Modelado computacional de las variantes de PER-2 Arg220Gly y Thr237Ala con 
oximino cefalosporinas y clavulanato 
Se realizaron los modelos computacionales de todas las variantes en posición 220 tomando 
como referencia la estructura cristalográfica de PER-2 (PDB: 4D2O) presentada en este trabajo. 
En todos ellos se pudo apreciar algo similar por lo cual sólo se muestran los modelos obtenidos 
para la variante Arg220Gly que fue aquella que presentó una diferencia más marcada en 
cuanto a los parámetros cinéticos de hidrólisis y de inactivación. Además, se realizó el 
modelado de la variante Thr220Ala con las moléculas de antibióticos y clavulanato de la misma 
manera (Figuras 30 a 32).  
En estos modelos se pudo apreciar que tanto la sustitución de Arg220 como de Thr237 
produciría la “ruptura” de la red de puentes de hidrógeno que se postula sería necesaria para 
la correcta hidrólisis de los β-lactámicos y la inactivación de las enzimas. Esto podría ser una de 
las explicaciones sobre las diferencias observadas a nivel cinético. 
 
 
 
Figura 30. Modelos simulados de PER-2 y variantes Arg220Gly y Thr234Ala en complejo con 
cefotaxima. Se muestra la vista detallada del sitio activo del modelo simulado de PER-2 (rosa), 
variante Arg220Gly (celeste), variante Thr237Ala (naranja) y la posición probable de cefotaxima 
en sus sitios activos. 
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Figura 31. Modelos simulados de PER-2 y variantes Arg220Gly y Thr234Ala en complejo con 
ceftazidima. Se muestra la vista detallada del sitio activo del modelo simulado de PER-2 
(rosa), variante Arg220Gly (celeste), variante Thr237Ala (naranja) y la posición probable de 
ceftazidima en sus sitios activos. 
 
 
Figura 32. Modelos simulados de PER-2 y variantes Arg220Gly y Thr234Ala en complejo 
clavulanato. Se muestra la vista detallada del sitio activo del modelo simulado de PER-2 
(rosa), variante Arg220Gly (celeste), variante Thr237Ala (naranja) y la posición probable 
del clavulanato en sus sitios activos. 
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Análisis del plásmido pTC9 (resultados preliminares) 
En INDEAR se realizó el ensamblado de novo (sin emplear un genoma de referencia) de las 
lecturas obtenidas de la pirosecuenciación mediante diversos programas (Mira, Celera 
Assembler y Newbler). Se eligió como el mejor al obtenido con el programa Newbler versión 
2.6. El ensamblaje arrojó como resultado 74 contigs con un tamaño total de 229335 pb. Si bien 
la cantidad de contigs obtenida fue elevada, la información que brindan es pertinente de ser 
analizada. 
El contig de mayor longitud (contig 1) estuvo conformado por 146051 pb. Tomando en 
consideración el tamaño estipulado por PFGE (Figura 33) (el cual fue menor a la cantidad de 
bases obtenidas en la secuenciación completa y por lo tanto, es probable que algunos contigs 
no pertenezcan a secuencias plasmídicas sino cromosómicas, entre otros artefactos), este 
contig estaría representando aproximadamente el 80 % de la totalidad del plásmido. En este 
contig se pudieron evidenciar las siguientes características: 
 Según la búsqueda de secuencias homólogas mediante BLAST, mostró 99 % de 
identidad nucleotídica y 84 % de cobertura con el plásmido de referencia pRA1 
proveniente de una cepa de Aeromonas hydrophila (número de acceso: FJ705807) y un 
arreglo de genes similar (Figura 34) [152]. 
 Se encontró el gen repA con 99 % de identidad nucleotídica (1099/1101 nt) con el gen 
repA del plásmido pRA1 y 100 % de identidad aminoacídica (366/366 aa). Este gen 
definió la pertenencia del plásmido pTC9 al grupo de incompatibilidad IncA/C y dentro 
de éste pertenecería al linaje A/C1 [153].  
 Los genes de transferencia del sistema de secreción tipo IV (T4SS) 
(traLEKBVACWUFHG) presentaron 99 a 100 % de identidad nucleotídica y aminoacídica 
con los de pRA1, evidenciado también la pertenencia del plásmido pTC9 al linaje A/C1. 
 Se identificó también el gen traI codificante para la relaxasa de la familia de relaxasas 
MOBH, subgrupo H121. Este gen presentó 99 % de identidad nucleotídica (2940/2964 
nt) con el gen traI del plásmido pRA1 y 99 % de identidad aminoacídica (980/987 aa). 
 Los genes del sistema de partición parA y parB también presentaron elevado 
porcentaje de identidad con los de pRA1. El gen parA presentó 99 % de identidad 
nucleotídica (785/786 nt) y 100 % de identidad aminoacídica (261/261 aa). El gen parB 
presentó 99 % de identidad nucleotídica (1175/1179 nt) y 99 % de identidad 
aminoacídica (389/392 aa). 
 Se encontraron los genes hipA y hipB de un sistema toxina-antitoxina. Comparados con 
los de pRA1, hipA presentó 98 % de identidad nucleotídica (1286/1314 nt) y 99 % de 
identidad aminoacídica (433/437 aa) y hipB 98 % de identidad nucleotídica (247/252 
nt) y 98 % de identidad aminoacídica (81/83 aa).  
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 A diferencia del plásmido pRA1: 
o Al inicio del contig se encontró un operón que confiere resistencia a metales 
pesados. Al inicio de este operón se determinó además un gen que codifica 
para una proteína putativa (la cual posee un dominio conservado del que se 
desconoce su función y está sólo presente en bacterias) que junto a la 
secuencia de inserción IS6100 también fue encontrado en otros plásmidos 
IncA/C (Figura 34 y 35).  
o Al final del contig se determinó el gen blaTEM-1 embebido en el transposón Tn3, 
cuya transposasa se encontró interrumpida por la inserción de la secuencia de 
inserción ISAs1 (Figura 34 y 36). 
o En la misma región donde se determinó el gen blaTEM-1, corriente abajo del 
mismo, se encontraron los genes codificantes del sistema de adicción 
PemK/PemI (toxina/antitoxina) (Figura 34 y 36). 
o La isla de resistencia del presente en pRA1 (RI-RA1) no se encontró en el contig 
1. Tampoco se encontraron las dos copias de la secuencia de inserción ISEcp1 
(Figura 34).  
 
El contig 2 estuvo conformado por 12395 pb de longitud y presentó las siguientes 
características (Figura 37): 
 Presencia de tres genes de resistencia a antibióticos (uno a cloranfenicol y dos a 
aminoglucósidos). 
 Al principio de contig se determinó la secuencia de inserción ΔIS4321R y hacia el 
extremo 5’ de la misma el inicio de un transposón Tn21-like (perteneciente a la familia 
Tn3) con presencia del gen codificante la integrasa IntI1. Corriente abajo del gen de la 
integrasa se encontraron codificados los dos genes de resistencia a aminoglucósidos 
antes nombrados, entre otros genes. Los transposones Tn21-like se encontraron 
también en la región accesoria (región de elevada recombinación) de varios plásmidos 
IncA/C2, los cuales muchas veces llevan al final a un operón que confiere resistencia a 
metales pesados, con el mismo arreglo de genes que los encontrados al inicio del 
contig 1 (Figura 35) [24, 154]. Por lo tanto, la sección inicial del contig 1 podría ser la 
sección final del transposón Tn21-like encontrado en el contig 2. 
 
El contig 3 fue aquel que presentó el gen codificante de PER-2, con una longitud de 7478 pb 
(Figura 38). En este contig se pudo apreciar el mismo arreglo genético que el reportado 
previamente. No se obtuvo mayor información luego del extremo 5’ del gen abct. La secuencia 
de inserción ISPa12/IS1387a se obtuvo en su totalidad y corriente abajo de la misma se 
determinó un gen que posiblemente codifique para la proteína TraW del sistema de 
transferencia para la conjugación la cual pertenecería a otro plásmido. Esta proteína putativa 
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mostró 39 % de identidad aminoacídica con la más cercana depositada en base de datos. En 
este contig llamó la atención la región inicial, de aproximadamente 3700 pb, que contiene al 
gen putativo traW y a un conjunto de genes de proteínas hipotéticas, la cual no presentó 
homología nucleotídica con base de datos cuando se realizaron búsquedas mediante BLAST. 
Esto podría sugerir que esta región proviene de algún microorganismo aún no conocido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Estimación del peso molecular de plásmido pTC9 por PFGE previa 
digestión con S1 nucleasa. (A) control sin agregado de S1 nucleasa; (B y C) 
digestión con S1 nucleasa; (D) Marcador de peso molecular Lambda Ladder PFG 
Marker (NEB), los números indican kb. El resultado de este ensayo indica que el 
peso molecular se encontraría entre 145,5 y 194,0 kb. 
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Figura 35. Segmento inicial del contig 1. Contiene al operón de resistencia a metales pesados (genes 
marcados en verde), dos genes codificantes para proteínas putativas (grises) y la secuencia de inserción 
IS6100 (el gen de la transposasa de esta IS se marca en rojo). 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Segmento final del contig 1. Contiene al gen blaTEM-1 (verde claro), a los genes del sistema de 
adicción (rosa), al transposón Tn3 (barra roja) cuya transposasa se encuentra interrumpida por la ISAs1 
(el gen de la transposasa de esta IS se marca en rojo). 
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Figura 37. Contig 2. Contiene genes de resistencia a antibióticos (verdes), la secuencia de inserción 
IS4321R cuya transposasa (gen marcado en rojo) se encuentra truncada y el transposón Tn21-like que 
incluye al gen de la integrasa IntI1 (violeta). 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Contig 3. Contiene al gen blaPER-2 (verde) corriente arriba de la secuencia de inserción ISPa12 
(el gen de la transposasa de esta IS se marca en rojo), el gen gst-like (rosa) y el gen abct (amarillo). 
Corriente abajo de la IS se encuentran genes codificantes de proteínas hipotéticas (grises) y el gen traW 
putativo (naranja).  
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Los plásmidos pueden clasificarse en base a su capacidad de coexistir o no junto a otro 
plásmido en una misma célula. Si dos plásmidos comparten el mismo mecanismo de 
replicación son incompatibles y son, entonces, clasificados dentro del mismo grupo de 
incompatibilidad (Inc) [155]. Los plásmidos del grupo de incompatibilidad IncA/C, hoy 
ampliamente diseminados en enterobacterias, fueron identificados inicialmente en Aeromonas 
hydrophila y Vibrio spp., entre los patógenos causantes de enfermedades en peces, alrededor 
de 1970. Se cree que los mismos evolucionaron en respuesta al uso de antibióticos dado a 
estos peces para la prevención de enfermedades. Años más tarde, este tipo de plásmidos fue 
encontrado en patógenos de otros animales de consumo y en bacterias entéricas patógenas de 
humanos. Estos hechos indicarían que la emergencia de los plásmidos IncA/C en estos nuevos 
hospedadores fue producto de la adquisición de los mismos desde un reservorio ambiental 
seguidos de la adquisición de módulos de genes de resistencia por recombinación, asociados al 
uso de antibióticos en la agricultura animal y en la terapia humana. Los plásmidos IncA/C son 
considerados hoy como un gran problema sanitario debido a su capacidad de conferir 
resistencia a múltiples drogas, a su amplio rango de huésped, a su capacidad de transferirse 
por conjugación y a su habilidad de reclutar módulos de resistencia [156].  
El esqueleto de este grupo de plásmidos se encuentra altamente conservado por lo que se 
cree que derivan de un ancestro común [152]. Se establecieron dos linajes, el linaje A/C1 (en el 
cual pRA1 es único representante) y el A/C2 (conformado por resto de los plásmidos 
secuenciados hasta el presente), de acuerdo a los porcentajes de identidad entre los genes 
repA y tra [153]. El plásmido pTC9 perteneció al grupo IncA/C y presentó, a su vez, elevada 
identidad nucleotídica (entre 99 a 100 %) con los genes repA y tra del plásmido de referencia 
pRA1, por lo que podría considerarse dentro del linaje A/C1. Sin embargo, sería pertinente 
realizar un análisis filogenético más detallado de estos genes para confirmarlo. 
El plásmido pRA1 presenta una isla de resistencia con genes de resistencia a sulfonamidas y 
tetraciclina (Figura 34) y dos copias de la secuencia de inserción ISEcp1, ausentes en pTC9. Esto 
sugeriría la ocurrencia de eventos de recombinación en el esqueleto del plásmido pRA1. 
Además, el plásmido pTC9 presentó otros elementos ausentes en pRA1 como un transposón 
Tn21-like que ha sido descripto en otros plásmidos IncA/C2 (aunque con arreglos genéticos 
diferentes luego del gen de la integrasa), un operón de resistencia a metales pesados y un 
transposón Tn3 portador del gen codificante de TEM-1 y los genes del sistema de adicción 
PemK/PemI.  
En el plásmido pTC9 se halló además, el gen codificante de PER-2 en el arreglo genético antes 
reportado junto a secuencias corriente arriba con casi nula identidad nucleotídica con entradas 
en bases de datos. La ausencia de concordancia con bases de datos de esta porción del 
plásmido, la presencia de los genes gst-like y abct (los cuales parecen provenir de 
microorganismos acuáticos), y el hecho de que este arreglo genético está codificado en un 
plásmido de un grupo de incompatibilidad derivado de fuentes ambientales acuáticas, 
refuerzan la teoría de que PER-2 podría tener su origen en alguna especie de microorganismo 
acuático aún no conocida. Esta es la primera vez que se caracteriza (aunque de forma parcial y 
aun preliminar) un plásmido portador de blaPER-2. 
  
 CONCLUSIONES 
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CONCLUSIONES 
Sobre Arg220 de PER-2 y variantes mutacionales en dicha posición: 
 Los parámetros cinéticos de las enzimas purificadas y los ensayos fenotípicos de los clones 
productores de las distintas variantes ponen de manifiesto que la arginina ubicada en 
posición 220 estaría implicada en la correcta hidrólisis de los antibióticos β-lactámicos, 
como así también en la eficiente inactivación por los inhibidores basados en mecanismo. 
 La sustitución de Arg220 produce la disminución de la eficiencia hidrolítica de la mayoría 
de los antibióticos β-lactámicos, principalmente de las cefalosporinas. 
 El efecto diferencial en la sensibilidad observada de los clones productores de las variantes 
mutacionales, resistentes a ceftazidima y sensibles a cefotaxima, sería producto de la 
cantidad de antibiótico capaz de ingresar al periplasma por las porinas de E. coli y no de 
una diferencia significativa en las eficiencias de hidrólisis, ya que las mismas disminuyen en 
proporción similar para cada antibiótico comparado con la enzima salvaje. 
 La sustitución Arg220Gly produce una muy marcada disminución en la eficiencia de 
inactivación por ácido clavulánico o tazobactam. Los clones productores de esa variante 
presentaron valores de CIM aumentados a las combinaciones ampicilina/ácido clavulánico 
que se corresponden con la disminución de la eficiencia de inactivación. 
 Si bien las sustituciones Arg220Leu/Ser/His/Thr/Cys muestran eficiencias de inactivación 
disminuidas tanto por ácido clavulánico como tazobactam, los ensayos fenotípicos de los 
clones recombinantes mostraron que la sensibilidad no se ve afectada de manera 
considerable. 
 Los ensayos de dicroísmo circular y fluorescencia intrínseca evidencian que la sustitución 
de Arg220 no generaría modificaciones en el contenido de estructura secundaria ni 
alteración evidente de la conformación terciaria, y por lo tanto, el plegamiento de la 
enzima salvaje y de las variantes mutacionales sería comparable. Los cambios observados 
fenotípica y cinéticamente se deberían a alteraciones locales en el entorno inmediato del 
residuo modificado. El ensayo de desnaturalización en el equilibrio refleja un mecanismo 
de desplegado similar para todas las proteínas con, al menos, la presencia de un 
intermediario y con estabilidades comparables. Estas características sumado a que las 
enzimas fueron capaces de ser producidas por clones recombinantes, evidencian que las 
mismas podrían seleccionarse in vivo. 
 Los modelos simulados de la variante Arg220Gly en combinación con cefotaxima, 
ceftazidima y clavulanato muestran que la red de puente de hidrógeno que sería esencial 
para el correcto acomodamiento e hidrólisis de los sustratos como para la inactivación se 
ve afectada. 
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Sobre la variante de PER-2 Thr237Ala: 
 Tanto los ensayos fenotípicos de los clones productores de la misma como los cinéticos 
realizados sobre la enzima pura demuestran que si bien Thr237 participaría tanto de la 
correcta hidrólisis de los antibióticos β-lactámicos como en la inactivación, la sustitución 
del mismo influiría en menor medida en capacidad de hidrólisis como en la inhibición. Por 
lo que se le podría asignar un papel menos relevante al que cumple Arg220. 
  
Sobre la estructura cristalográfica de PER-2 y modelos simulados de la misma con antibióticos 
β-lactámicos e inhibidores: 
 La estructura cristalográfica de la apo-enzima PER-2 sugiere la presencia de una red de 
puentes de hidrógeno que no ha sido descripta anteriormente, que involucra a Ser70-
Gln69-agua-Thr237-Arg220. 
 A través de modelos de simulación de PER-2 en asociación con oximino cefalosporinas y 
clavulanato, se establece la primera evidencia de probables interacciones de estos β-
lactámicos con los principales residuos del sitio activo. Se propone que los residuos Gln69, 
Arg220, Thr237 y probablemente Asp173 y Arg240A son importantes para la correcta 
entrada y alojamiento de los β-lactámicos.  
 
Sobre el plásmido pTC9 portador de PER-2: 
 PER-2 se encontró codificada en un plásmido de gran tamaño perteneciente al grupo 
de incompatibilidad IncA/C y probablemente al linaje A/C1. 
 ANEXOS 
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ANEXOS 
I - Cepas bacterianas 
 Escherichia coli ATCC 25922: cepa utilizada como control de calidad de ensayos de 
susceptibilidad antibiótica recomendada por el CLSI [122]. 
 Escherichia coli ATCC 35218: cepa productora de la β-lactamasas TEM-1 utilizada como 
control de calidad de ensayos de susceptibilidad antibiótica recomendada por el CLSI 
[122]. 
 Escherichia coli TC9: cepa de E. coli transconjugante que alberga el plásmido (pCf587) 
proveniente del Citrobacter freundii 33587, donde se encuentra el gen blaPER-2 [84]. 
Esta cepa fue obtenida previamente en nuestro laboratorio por el Dr. Pablo Power 
mediante un ensayo de conjugación entre las cepas E. coli CAG 12177 (E. coli Genetic 
Stock Center, USA) y C. freundii 33587. El plásmido extraído de E. coli TC9 recibe en 
este trabajo el nombre pTC9. Este plásmido es, por lo tanto, el mismo que el plásmido 
pCf587 y fue utilizado como ADN molde para los ensayos de mutagénesis; sobre el 
mismo se realizó también la pirosecuenciación.   
 Escherichia coli Top10F’ (Invitrogen, USA): cepa utilizada para los ensayos de 
susceptibilidad. Genotipo: F'[lacIq Tn10(tetR)] mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL(StrR) 
endA1 λ-. 
 Escherichia coli BL21-(DE3) (Novagen, USA): cepa utilizada para los ensayos de 
producción de proteínas recombinantes. Esta cepa fue transformada con las distintas 
construcciones plasmídicas realizadas en pET28a(+). Genotipo: F– ompT gal dcm lon 
hsdSB(rB
- mB
-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]). 
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II - Vectores plasmídicos de clonado y expresión 
pTZ57R/T 
 
Características 
Tamaño 2886 pb 
Replicón pMB1 (1122 – 1736) 
Marcador de selección Ampicilina (bla Ap
R
) (1896 – 2756)  
Otros marcadores importantes LacZ α-peptide (449-739)  
Promotores PT7 (Promotor T7) 
Sitio múltiple de clonado (MCS) (Ver figura) 
Propiedades 
Vector lineal con extremos ddT para clonado directo de productos de 
PCR amplificados con Taq polimerasa.  
Referencia Kit comercial insTACloning Kit – Thermoscientific  
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pGEM-T Easy vector 
 
Características 
Tamaño 3015 pb 
Replicón Fago f1 ori (2380 – 2835) 
Marcador de selección Ampicilina (β - lactamasa: 1337 – 2197)  
Otros marcadores importantes 
lacZ (codón de inicio 180); operador lac (200 – 216); 
operón lac  (2836 – 2996, 166 – 395) 
Promotores 
Promotor T7 (2999 – 3; inicio de la transcripción en 1) 
Promotor SP6 (139 – 158; inicio de la transcripción en 141) 
Sitio múltiple de clonado (MCS) (Ver figura) 
Usos 
Clonado de productos de PCR con extremos de adeninas. Permite 
diferenciar clones recombinantes que posean vector con inserto por 
formación de colonias blancas, de clones recombinantes que posean 
vector sin inserto por formación de colonias azules, cuando se utiliza 
IPTG como inductor y X-gal como sustrato cromogénico. 
Propiedades 
Vector lineal con extremos ddT para clonado directo de productos de 
PCR amplificados con Taq polimerasa 
Referencia Kit comercial pGEM®-T Easy Vector System – Promega  
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pJET1.2 blunt vector 
 
Características 
Tamaño 2974 pb 
Replicón pMBI (1148 – 1762)  
Marcador de selección Ampicilina (β-lactamasa: 1922 – 2782) 
Otros marcadores importantes 
Gen eco47IR: gen letal para asegurar la selección positiva 
de recombinantes (16 – 753) 
Promotor 
PlacUV5: Plac modificado para la expresión del gen eco47IR 
PT7 (Promotor T7) 
Sitio múltiple de clonado (MCS) (Ver figura) 
Propiedades Permite clonar productos de PCR con extremos romos 
Usos 
Clonado de productos de PCR con extremos romos. Al codificar una 
enzima de restricción letal, cuyo marco de lectura se interrumpe si 
fue ligado un segmento de ADN en el sitio MCS, sólo los clones que 
hayan adquirido el vector con el inserto serán capaces de desarrollar. 
Referencia Kit comercial CloneJetTM PCR Cloning Kit - Thermoscientific 
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pK19 
 
Características 
Tamaño 2661 pb 
Replicón pMB1 
Marcador de selección Kanamicina (365 – 1159)  
Otros marcadores importantes lacZ’α (52 – 2429) 
Promotor P(LAC) 
Sitio múltiple de clonado (MCS) (Ver figura) 
Propiedades Alto número de copias 
Usos 
Clonado de proteínas recombinantes. Permite diferenciar clones 
recombinantes que posean vector con inserto por formación de 
colonias blancas, de clones recombinantes que posean vector sin 
inserto por formación de colonias azules, cuando se utiliza IPTG 
como inductor y X-gal como sustrato cromogénico. 
Referencia Pridmore, R.D, 1987 [157] 
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pMCL210 
 
Características 
Tamaño 2489 pb 
Replicón P15A 
Marcador de selección Cloranfenicol (cat) (94 – 753) 
Otros marcadores importantes lacZ’α (1791 – 2267) 
Promotor P(LAC) 1753 
Sitio múltiple de clonado (MCS) (Ver figura) 
Propiedades Bajo número de copias 
Usos 
Clonado de proteínas recombinantes. Al ser de bajo número de 
copias (18 a 22 por célula) permite clonar genes de proteínas 
potencialmente tóxicas para el microorganismo o inestables. Permite 
diferenciar clones recombinantes que posean vector con inserto por 
formación de colonias blancas, de clones recombinantes que posean 
vector sin inserto por formación de colonias azules, cuando se utiliza 
IPTG como inductor y X-gal como sustrato cromogénico. 
Referencia Nakano et al., 1995 [158] 
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pET28a(+) 
 
Características 
Tamaño 5369 pb 
Replicón pBR322 (3286) ; f1 (4903 – 5358) 
Marcador de selección Kanamicina (3995 – 4807) 
Otros marcadores importantes lacI (773 – 1852) 
Promotor Promotor T7 
Sitio múltiple de clonado (MCS) (Ver figuras) 
Propiedades 
His tag  N terminal CDC: 270 - 287 (removible con trombina) 
Opcional: His tag C terminal CDC: 140 - 157 
Usos 
Expresión de proteínas recombinantes por inducción con IPTG. 
Posibilidad de incluir una cola de histidinas en el extremo N-terminal 
de la proteína removible con trombina o en el extremo C-terminal, 
no removible. 
Referencia Vector comercial de Novagen - http://www.novagen.com 
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V - Metodologías generales 
 
Para el análisis del ADN 
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) convencional 
 
Tabla 1. Mezcla de Reacción por tubo  
Reactivo Cantidad (μl) 
Buffer 10 X 2,50 
Mezcla de dNTPs (25 mM c/u) 1,25 
Primer Directo (10 μM) 2,00 
Primer Reverso (10 μM) 2,00 
Cl2Mg (25 mM) 2,50 
ADN  1,00 
ADN Taq Polimerasa (Thermo Scientific) 0,20 
Agua milliQ 9,55 
Volumen final 25,00 
 
 
Tabla 2. Condiciones de ciclado 
Temperatura 
(°C) 
Tiempo (min) 
Cantidad de 
ciclos 
95 5  
95 1 
30     Tm-5* 1 
72      1** 
72 10  
 
* La temperatura de hibridación depende de la temperatura de fusión (Tm) de los cebadores utilizados en la 
reacción, en general se utilizó un valor  5 °C menor a la Tm de los cebadores. ** El tiempo de extensión depende de 
la longitud del fragmento a amplificar y de la procesividad de la ADN Taq polimerasa. En general se utilizó la ADN 
Taq polimerasa de Thermo Scientific cuya procesividad es 1 kb/min y los fragmentos amplificados es su mayoría no 
fueron mayores a 1 kb por lo tanto, se muestra 1 min como ejemplo para el tiempo de extensión.  
 
  
128 
 
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con polimerasa con acción exonucleasa 
Tabla 3. Mezcla de Reacción por tubo  
Reactivo Cantidad (μl) 
Buffer 10 X con Cl2Mg 2,50 
Mezcla de dNTPs (25 mM c/u) 2,00 
Primer Directo (10 μM) 2,50 
Primer Reverso (10 μM) 2,50 
ADN plasmídico 0,50 
Pfu ADN Taq Polimerasa  
(Thermo Scientific) 
0,25 
Agua milliQ 16,25 
Volumen final 25,00 
 
 
Tabla 4. Condiciones de ciclado 
Temperatura 
(°C) 
Tiempo 
Cantidad de 
ciclos 
95 3 min  
95 30 s 
30     Tm-5* 30 s 
72      2 min** 
72 15 min  
 
* La temperatura de hibridación depende de la temperatura de fusión (Tm) de los cebadores utilizados en la 
reacción, en general se utilizó un valor  5 °C menor a la Tm de los cebadores. ** El tiempo de extensión depende de 
la longitud del fragmento a amplificar y de la procesividad de la ADN Taq polimerasa. La Pfu ADN Taq polimerasa de 
Thermo Scientific posee una procesividad de 2 kb/min y los fragmentos amplificados es su mayoría no fueron 
mayores a 1 kb por lo tanto, se muestra 2 min como ejemplo para el tiempo de extensión.  
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Agregado de colas de poli-adeninas al extremo 3’ de los productos de PCR 
 
Tabla 5. Mezcla de Reacción por tubo 
Reactivo Cantidad (μl) 
Producto de PCR purificado 6,6 
Buffer 10 X 1,0 
Cl2Mg (25 mM) 2,0 
dATP (10 nm) 0,2 
ADN Taq Polimerasa (Thermo Scientific) 0,2 
Volumen final 10,0 
Incubar 30 min a 72 °C 
 
 
PCR a partir de colonia 
Esta técnica fue utilizada para corroborar la presencia de las construcciones plasmídicas en las 
colonias obtenidas luego de los ensayos de transformación. En las tablas siguientes se detalla 
la mezcla de reacción y las condiciones de ciclado. 
 
Tabla 6. Mezcla de Reacción por tubo para PCR a partir de colonia 
Reactivo Cantidad (μl) 
Buffer 10 X 2,50 
Mezcla de dNTPs (25 mM c/u) 1,25 
Primer Directo (10 μM) 2,00 
Primer Reverso (10 μM) 2,00 
Cl2Mg (25 mM) 2,50 
ADN de colonia* 5,00 
ADN Taq Polimerasa (Thermo Scientific) 0,20 
Agua milliQ 9,55 
Volumen final 25,00 
*ADN de colonia: resuspender una colonia en 50 μl de agua milliQ. 
Usar 5 μl de la suspensión bacteriana en la reacción de PCR. 
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Tabla 7. Condiciones de ciclado de las PCR a partir de colonia 
Temperatura 
(°C) 
Tiempo (min) 
Cantidad de 
ciclos 
95 5  
95 1 
24     Tm-5* 1 
72      1** 
72 10  
 
* La temperatura de hibridación depende de la temperatura de fusión (Tm) de los cebadores utilizados en la 
reacción, en general se utilizó un valor  5 °C menor a la Tm de los cebadores. ** El tiempo de extensión depende de 
la longitud del fragmento a amplificar y de la procesividad de la ADN Taq polimerasa. En general se utilizó la ADN 
Taq polimerasa de Thermo Scientific cuya procesividad es 1 kb/min y los fragmentos amplificados es su mayoría no 
fueron mayores a 1 kb por lo tanto, se muestra 1 min como ejemplo para el tiempo de extensión.  
 
Electroforesis de ADN en geles de agarosa 
Los productos de PCR, ADN proveniente de digestiones con enzimas de restricción o 
extracciones plasmídicas fueron resueltos para estimar su peso molecular y/o para una 
eventual purificación posterior. Se utilizaron geles de agarosa al 0,8 y 1,5 %, dependiendo del 
tamaño estimado del ADN a resolver, preparados con el mismo buffer que se utilizó en la 
corrida. Para la siembra del ADN en el gel se mezcló el mismo con la cantidad necesaria de 
buffer muestra 10 X (azul de bromofenol 0,25 %,  xylene cyanol 0,25 %, glicerol 30 %) para 
obtener una concentración 1 X de éste. Las corridas se realizaron en buffer TAE 1 X (Tris 40 
mM, ácido acético 20 mM, EDTA 1 mM pH 8) durante 30 a 40 minutos a 120 mA y 70 - 90 V 
utilizando una cuba electroforética (Bio-Rad). Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio 
0,5 μg/ml y visualizados con un transiluminador UV (Molecular Imager GelDoc XR Sistem, Life 
Science Research, Bio-Rad). En todos los casos se utilizó un marcador comercial de peso 
molecular (por ejemplo, GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder, ready-to-use 250 - 10.000 bp, 
Fermentas).   
 
Purificación de productos de PCR o de insertos liberados con enzimas de restricción de 
construcciones plasmídicas 
Para todas las purificaciones de ADN, tanto a partir de soluciones como geles de agarosa, se 
utilizaron kits comerciales (como GeneJET Gel Extraction Kit, Thermoscientific o Gene Clean 
PCR DNA y Gel Band Purification Kit, Amersham Biosciences) siguiendo las instrucciones de los 
fabricantes. En todos los casos las eluciones finales del ADN se realizaron con agua milliQ 
estéril en lugar de buffer TE. 
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Extracción de ADN plasmídico 
Los diferentes vectores plasmídicos (incluyendo todas las construcciones realizadas en los 
mismos) que fueron clonados en células de E. coli Top10F’ se extrajeron mediante el uso de 
kits comerciales (como GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Thermoscientific o ADN PuriPrep-P kit, 
Highway) siguiendo las instrucciones de los fabricantes. En todos los casos las eluciones finales 
del ADN se realizaron con agua milliQ estéril en lugar de buffer TE. 
 
Digestión con enzimas de restricción 
Tanto las diversas construcciones plasmídicas como los productos de PCR y vectores fueron 
digeridos con diferentes enzimas de restricción siguiendo este protocolo general.  
 
Tabla 8. Mezcla de reacción de digestión 
Reactivo Cantidad (μl) 
ADN** 5 - 7 
Buffer 10 X 2 
Enzima de restricción** 0,2 - 1 
Agua milliQ c.s.p. 20 
Incubación 1 – 24 h a la temperatura óptima de la enzima 
de restricción utilizada 
 
**La cantidad de ADN utilizada fue variable dependiendo de la concentración del mismo y, de acuerdo con ella, 
según las indicaciones de los fabricantes fue la cantidad de enzima de restricción empleada. 
 
Clonado molecular  en vectores plasmídicos 
Esta técnica fue utilizada para realizar las construcciones en los vectores pK19, pMCL210 o 
pET28a(+). Los clonados en los vectores pGEM-T Easy y pJET1.2 blunt se realizaron siguiendo 
las instrucciones de los fabricantes. Las construcciones obtenidas se detallan en las tablas del 
Anexo III – Construcciones plasmídicas. 
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Tabla 9. Mezcla de reacción para la ligación en vectores plasmídicos 
Reactivo Cantidad (μl) 
ADN** 9 
Vector** 1 
Buffer ligasa 10 X 2 
ADN T4 Ligasa (Thermo Scientific) 1 
Agua milliQ 7 
Volumen final 20 
Incubación 1 h a 22 ᵒC 
 
** Tanto el ADN a clonar como el vector fueron previamente digeridos con las mismas enzimas de restricción 
adecuadas y purificados (ver metodologías en este anexo). Como ADN se utilizaron productos de PCR o insertos 
liberados de construcciones plasmídicas realizadas previamente. 
 
Obtención de células competentes con CaCl2 y transformación bacteriana 
El siguiente protocolo fue utilizado para la obtención de células competentes de E. coli Top10F’ 
y E. coli BL21-(DE3) y posterior transformación de las mismas con las correspondientes 
construcciones plasmídicas. 
1. A partir de un cultivo ON de la cepa deseada se realizar una dilución 1/100 en caldo LB 
(se puede realizar directamente un cultivo a partir de una colonia proveniente de un 
aislamiento fresco). Incubar a 37 °C a 180 rpm hasta DO550= 0,4 - 0,6. 
2. Distribuir 1 ml del cultivo en tubos estériles por transformación a realizar. 
3. Centrifugar  5 min a 5000 rpm a temperatura ambiente. 
4. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 500 μl de ST1 (Tabla 10). 
5. Centrifugar como en el paso 3. 
6. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 500 μl de ST2 (Tabla 11). 
7. Incubar 20 min en hielo. 
8. Centrifugar como en el paso 3. 
9. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet nuevamente en 100 μl de ST2. 
10. Agregar 5 μl del ADN a transformar. 
11. Incubar 1 h en hielo. 
12. Realizar el “choque térmico” colocando los tubos a 42 °C por 45 s o a 37 °C por 5 min. 
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13. Posteriormente incubar 2 min más en hielo. 
14. Agregar 1 ml de caldo LB a cada mezcla e incubar a 37 °C durante 1 h. 
15. Centrifugar 5 min a 4200 rpm. 
16. Eliminar 1 ml del sobrenadante y resuspender el pellet en los 100 μl restantes. 
17. Sembrar el volumen total en placas de LBA preparadas con el antibiótico de selección 
adecuado. 
18. Incubar ON las placas a 37 °C. 
 
Tabla 10. Preparación de la Solución de Transformación 1 (ST1) 
Reactivo Concentración (mM) 
MOPS 10 
KCl 10 
Ajustar a pH 7 con NaOH 10 M 
Esterilizar por filtración esterilizante 
 
 
Tabla 11. Preparación de la Solución de Transformación 2 (ST2) 
Reactivo Concentración (mM) 
MOPS 100 
KCl 10 
CaCl2 50 
Ajustar a pH 6,5 con NaOH 10 M 
Esterilizar por filtración esterilizante 
 
 
Electroforesis de campo pulsado (PFGE) para el análisis de enterobacterias  
Este protocolo fue propuesto por Miranda et al, 1996 [159] y fue utilizado con las 
modificaciones que se detallan en la sección Materiales y Métodos para la estimación del peso 
molecular del plásmido pTC9. 
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Preparación de los tacos de agarosa 
1. Repicar una colonia a partir de un cultivo en placa de 18 a 24 h, en 5 ml de BHI e 
incubar ON sin agitación a 37 °C. 
2. Colocar  1 ml de cultivo en un tubo eppendorf de 1,5 ml y centrifugar 2 min a 12000 
rpm. 
3. Eliminar el sobrenadante con pipeta automática y resuspender el pellet bacteriano con 
1 ml de buffer PIV (Tabla 12). Centrifugar nuevamente como en el paso 2. Descartar el 
sobrenadante y eliminar todo el líquido posible del pellet. 
4. Resuspender el pellet bacteriano con 200 μl de buffer PIV (considerar que este 
volumen inicial es de 210 μl). 
5. ALTERATIVAMENTE a los pasos 1, 2, 3 y 4: a partir de un aislamiento tomar una ansada 
y resuspender en 200 μl de PIV. 
6. Colocar 5 μl de la suspensión bacteriana en una cubeta descartable que contenga 1 ml 
de buffer PIV (dilución 1:200). Cubrir la cubeta con parafilm y homogenizar bien. 
7. Medir la DO620nm (que debería quedar comprendida entre 0,05 y 0,15. Usar buffer PIV 
como blanco). 
8. Calcular el volumen de buffer PIV necesario a agregar a la suspensión bacteriana para 
alcanzar una DO620nm de 5 unidades, según la siguiente fórmula: 
Volumen de buffer PIV a agregar (μl) = (DO medida X 40 X 210) – 210 
9. Transferir 150 μl de la suspensión bacteriana (DO620nm= 5 unidades) a un eppendorf de 
1,5 ml e incubar 10 min a 50 °C. Agregar a la suspensión bacteriana 150 μl de agarosa 
de bajo punto de fusión al 1,6 % precalentada a 50 °C y mezclar rápidamente con 
vortex. 
10. Colocar con pipeta la mezcla en los moldes para tacos (previamente limpios con 
alcohol 70 %) y dejar solidificar a temperatura ambiente. 
11. Refrigerar a 4 °C los tacos en los moldes durante 45 min. 
Lisis celular en los tacos de agarosa 
12. Remover cuidadosamente los tacos con un ansa descartable y colocarlos en tubos de 
15 ml que contengan 1 ml de Buffer de Lisis (Tabla 13). Incubar ON a 37 °C.  
13. Reemplazar el Buffer de Lisis por Buffer ES-P (500 μl para tres tacos) (Tablas 14 y 15) e 
incubar 24 h a 50 °C. 
Lavado de los tacos 
14. Lavar los tacos con 10 a 15 ml de buffer TE 1X (Tabla 16) con agitación horizontal 
durante 30 min. Repetir la operación al menos 5 veces. 
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Preparación de Buffers 
 
Buffer PIV (pH 7,6) 
Tabla 12. Preparación del Buffer PIV pH 7,6 
Composición Reactivo y cantidad 
TRIS 1 M pH 7,6 100 ml de TRIS 5 M pH 7,6 
NaCl 1 M 29,2 g NaCl 
Agua destilada c.s.p. 500 ml 
Esterilizar por calor húmedo en autoclave 
 
 
Buffer de Lisis (pH 7,6) 
Tabla 13. Preparación del Buffer de Lisis 7,6 
Composición Reactivo y cantidad 
TRIS 1 M pH 7,6 100 ml de TRIS 5 M pH 7,6 
NaCl 1 M 29,2 g NaCl 
EDTA 100 mM pH 7,6 100 ml de EDTA 0,5 M pH 8  
Deoxicolato de sodio  0,2 % 1 g Deoxicolato de sodio 
Lauril sarcosinato de sodio 0,5 % 2,5 g Lauril sarcosinato de sodio 
Brij-58 0,5 % 2,5 gr. Brij-58 
Agua destilada c.s.p. 500 ml 
Esterilizar por calor húmedo en autoclave 
Agregar al momento de uso: 
1 mg/ml de Lisozima pH 7,6 y 50 µg/ml Ribonucleasa A 
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Buffer ES-P 
Tabla 14. Preparación del Buffer ES 
Composición Reactivo y cantidad 
EDTA 0,4 M 74,45 g EDTA 
Lauril sarcosinato de sodio 1% 5 g Lauril sarcosinato de sodio 
Agua destilada c.s.p. 500 ml 
Esterilizar por calor húmedo en autoclave 
Modo de preparación: pesar el EDTA y disolver en 400 ml de agua destilada. Ajustar a pH 9 
agregando grageas de NaOH. Agregar 5 g de Lauril sarcosinato de sodio. Llevar a volumen 
final de 500 ml con agua destilada. Esterilizar por calor húmedo en autoclave. 
 
Tabla 15. Preparación del Buffer ES-P (Buffer ES + Proteinasa K)* 
 1 taco 10 tacos 15 tacos 20 tacos Concentración final 
Buffer ES 1 ml 10 ml 15 ml 20 ml 1 X 
Proteinasa K 0,5 mg 5  mg 7,5  mg 10 mg 0,5 mg/ml 
*Preparar al momento de uso. Pesar la cantidad necesaria de Proteinasa K y disolver 
en Buffer ES de acuerdo a la tabla. 
 
 
Buffer TE 1X (pH 7,5) 
Tabla 16. Preparación del buffer TE 1 X pH 7,5 
Composición Reactivo y cantidad 
TRIS 5 mM 500 μl de solución de TRIS 5 M pH 7,6 
EDTA 5 mM 5 ml de solución de  EDTA 0,5 M pH 8 
Agua destilada c.s.p. 500 ml 
Esterilizar por calor húmedo en autoclave 
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Buffer TBE 10X 
Tabla 17. Preparación del buffer TBE 10 X 
Composición Reactivo y cantidad 
TRIS 0,89 M 108 g de TRIS 
Borato 0,089 M 55 g de Borato 
EDTA 2,5 mM 5 ml de EDTA 0,5 M pH 8 
Agua destilada c.s.p. 1 L 
Esterilizar por calor húmedo en autoclave 
 
 
Solución TRIS 5 M pH 7,6 
Pesar 181,2 g de TRIS y agregar 200 ml de agua destilada. Ajustar a pH 7,6 con HCl. Llevar a 300 
ml de volumen final. 
 
Solución EDTA 0,5 M pH 8 
Pesar  186,1 g de EDTA (sal disódica), agregar 800 ml agua destilada. Ajustar a pH 8 con NaOH. 
Llevar a 1 L de volumen final con agua destilada. Esterilizar por calor húmedo en autoclave. 
 
 
Secuenciación convencional y análisis de los datos 
La secuenciación de los insertos de las distintas construcciones plasmídicas se realizó de 
manera  automatizada en el servicio de secuenciación de Macrogen (Corea), INTA (Argentina) 
o GIGA (Bélgica). En la tabla 18 se detallan los programas informáticos utilizados para el 
análisis de las secuencias. 
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Tabla 18. Programas utilizados para el análisis de las secuencias de ADN 
Programa Utilidad URL 
Chromas Lite 2.1.1 Visualización de cromatogramas http://technelysium.com.au/ 
ContigExpress  
(Vector NTI Advance 11.0) 
Ensamblado de secuencias. http://www.lifetechnologies.com/us/e
n/home/life-science/cloning/vector-
nti-software/vector-nti-advance-
software.html 
AlignX Blocks  
(Vector NTI Advance 11.0) 
Alineamiento y comparación de 
secuencias 
BLAST 
Búsqueda se secuencias con 
similitud en base de datos del 
NCBI 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Translate Tool 
(Expasy) 
Traducción a aminoácidos desde 
secuencia de nucleótidos 
http://web.expasy.org/translate/ 
 
 
 
Para el estudio de proteínas 
Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) 
Armado de geles de poliacrilamida, preparación de la muestra y del buffer Electrodo 
En las tablas a continuación se indica cómo fueron preparados los geles de SDS-PAGE, las 
muestras para su separación en los mismos y el buffer Electrodo utilizado para la corrida. 
 
Tabla 19. Preparación de geles de apilado y corrida poliacrilamida con SDS 
Reactivos 
Gel de apilado (6 %) Gel de corrida (12 %) Gel de corrida (15 %) 
Volumen (ml) 
Acrilamida/Bisacrilamida al 30 % 0,85 4 5 
Buffer de separación 4X 
(TRIS 1,5 M; SDS 0,4 %; pH 8,8) 
- 2,5 2,5 
Buffer de apilado 4X 
(TRIS 0,5 M; SDS 0,4 %; pH 6,8) 
1,25 - - 
Agua destilada 2,9 3,5 2,5 
Persulfato de amonio (APS) 10 % 0,05 0,036 0,036 
TEMED 0,005 0,0068 0,0068 
Volumen final 5  10  10 
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Tabla 20. Preparación de la muestra 
 
Reactivo Cantidad (μl) 
Buffer Muestra* 10 
Muestra  de proteína 3 – 20 
Agua destilada c.s.p. 40 
Hervir 4 min. Centrifugar a 1300 rpm 10 min. Sembrar 12 μl en el gel. 
*Buffer Muestra: buffer TRIS-HCl 0,25 M, pH 6,8;  SDS 8 %; 2-mercaptoetanol 20 %; azul de 
bromofenol 0,008 %;  glicerol 40 %. 
 
Tabla 21. Buffer Electrodo 10 X 
 
Reactivo Cantidad (g) 
TRIS 60 
Glicina 288 
SDS 10 
Disolver el TRIS y la glicina en 800 ml de agua destilada. Agregar el SDS y 
llevar a 1 L 
Esterilizar por calor húmedo en autoclave 
Diluir 1/10 con agua destilada la cantidad necesaria para la corrida (1X) 
 
Condiciones de corrida 
Las muestras fueron resueltas a 120 V con el sistema Mini Protean II (Bio-Rad Laboratories, 
USA) utilizando buffer Electrodo 1 X (Tabla 21) el tiempo necesario para que el frente de 
corrida llegase al final del gel. Como marcador de peso molecular se utilizaron 6 μl del 
marcador de peso molecular Broad-Range (Bio-Rad). 
Revelado 
Se llevó a cabo siguiendo el protocolo a continuación.  
1. Colocar el gel en un recipiente adecuado. Agregar cantidad suficiente de Solución 
colorante (Tabla 22) para cubrir el mismo. Calentar en microondas 20 s a máxima 
potencia.  
2. Agitar de manera mecánica hasta enfriado.  
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3. Volver a calentar como en el paso 1 sin cambiar la Solución colorante y agitar 
nuevamente hasta enfriar. Repetir esta operación al menos una vez más.  
4. Descartar la Solución colorante y colocar cantidad necesaria de Solución decolorante 
(Tabla 23) para cubrir el gel. Calentar en microondas 20 s a máxima potencia.  
5. Colocar en agitación mecánica hasta enfriado y repetir la operación 2 veces más, 
cambiando la Solución decolorante cada vez.  
6. Descartar la Solución decolorante y agregar agua para cubrir el gel. 
 
Tabla 22. Solución colorante 
 
Reactivo Cantidad (%) 
Solución colorante madre* 45 
Agua destilada 45 
Ácido acético 10 
*Solución colorante madre: Coomasie blue 1,25 g; metanol 225 ml. 
 
 
Tabla 23. Solución decolorante 
 
Reactivo Cantidad (%) 
Metanol 45 
Agua destilada 45 
Ácido acético 10 
 
 
 
 
Detección de actividad de β-lactamasa 
Con el fin de determinar de manera rápida si las enzimas producidas y purificadas poseían 
actividad se realizaron dos tipos de ensayos que se detallan a continuación. 
Método de la cefalosporina cromogénica 
Mezclar en pocillos de una policubeta 10 μl de Nitrocefin® 100 μM con 10 μl de la muestra a 
ensayar (ambos preparados en buffer fosfato Na2HPO4/NaH2PO4 20 mM, pH 8), y observar si 
vira el color del anaranjado al rojo dentro de los primeros 30 segundos. Si ocurre cambio de 
color dentro de este tiempo el ensayo se considera positivo, es decir, la muestra presenta 
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actividad β-lactamasa. Debe realizarse de la misma manera un control del buffer en el cual se 
encuentra resuspendida la muestra para asegurarse que la variación del color se debe 
exclusivamente a la actividad β-lactamasa [160]. 
Método iodométrico 
El almidón forma un complejo de color azul violáceo con una solución de I2/KI el cual se rompe 
en medio ácido, decolorándose. Los antibióticos β-lactámicos son degradados pro las β-
lactamasas  dando productos ácidos, por lo que el complejo se romperá y se decolorará [161-
163]. Para realizar este ensayo a una mezcla agar-agar, almidón y I2/KI (Tabla 24) 
termostatizada a 42 °C se le agregó 500 μg/ml de ampicilina o bencil penicilina como sustrato y 
se volcó en una placa de petri para obtener una delgada capa. Una vez solidificada se 
colocaron 10 -20 μl de cada muestra a ensayar y se incubó a 37 °C hasta decoloración del 
complejo azul. De la misma manera se realizó un control con buffer en el cual se encontraba 
resuspendida la muestra. 
 
Tabla 24. Mezcla Agar-Almidón-Iodo 
 
Componentes Cantidad (g) 
Agar-Agar 1,5 
Almidón 0,5 
Disolver los componentes en  buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7  
c.s.p. 100 ml 
Esterilizar por calor húmedo a 121 °C, 15 min. 
Termostatizar a 42 °C y agregar 1 – 2 ml de solución de I2/KI* y la cantidad 
necesaria del antibiótico. Plaquear. 
       
*Solución de I2/KI: disolver 55 g de KI y 2 g de I2 en 100 ml de agua destilada. Guardar en frasco color 
caramelo al abrigo de la luz. 
 
 
Ensayos de optimización de producción de proteínas de interés 
Con el objetivo de determinar las condiciones óptimas de inducción se realizó el siguiente 
protocolo para cada clon de E. coli BL21-(DE3) transformado con la construcción 
correspondiente realizada en pET28a(+) (Ver anexo III - Construcciones plasmídicas - Tabla F). 
Las temperaturas de cultivo para la inducción ensayadas fueron 37 °C, 24 °C y 18 °C. Los 
tiempos de inducción a cada temperatura fueron 1 h, 3 h y 18 h. Las concentraciones de IPTG 
finales fueron 0,4 y 1 mM a cada temperatura y tiempo de incubación. 
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1. Transformar células de E. coli BL21-(DE3) con la correspondiente construcción según 
protocolo de transformación descripto en este anexo. 
2. Realizar un pre-cultivo resuspendiendo varias colonias en 20 ml de caldo LB más el 
antibiótico de selección kanamicina (30 μg/ml). Incubar ON a 37 °C con agitación. 
3. Inocular 20 ml de caldo LB más el antibiótico de selección kanamicina (30 μg/ml), con 1 
ml del pre-cultivo. Realizar este paso tantas veces como condiciones se desee ensayar. 
4. Incubar a 37 °C con agitación hasta DO600nm= 0,8. 
5. Trasvasar 5 ml de cada cultivo a un tubo para ser usado como control sin inducir. 
6. Agregar IPTG 1 M en cantidad necesaria a cada cultivo para obtener la concentración 
final que se desea ensayar. 
7. Incubar en agitación (180rpm) a la temperatura deseada durante el tiempo deseado 
junto a los tubos utilizados como controles sin inducir. 
8. Centrifugar 5 ml de cada cultivo. 
9. Resuspender el pellet en 3 ml de buffer fosfato 20 mM pH 8. 
10. Sonicar las muestras realizando 4 ciclos de 30 s continuos al 40% con 1 min de 
incubación en hielo entre ciclo. 
11. Centrifugar 1 ml de cada muestra a 13000 rpm, durante 10 min. 
12. Separar el sobrenadante en un tubo limpio y resuspender el pellet en 500 μl de buffer 
fosfato 20 mM pH 8. (En el sobrenadante se evidenciará si la proteína quedó en 
solución. En el pellet si la misma generó cuerpos de inclusión). 
13. Resolver las muestras por SDS-PAGE al 12 % como se detalla en este anexo. 
 
Cuantificación de proteínas 
Se realizó por  medida espectrofotométrica directa de las proteínas en solución al UV a 280 nm 
previo blanco con el buffer adecuado, teniendo en cuenta que la pureza de las mismas en 
todos los casos fue cercana al 99 %. Para el cálculo de las concentraciones se tuvo en cuenta 
los coeficientes de extinción de cada proteína madura luego de la digestión con Trombina 
aportados por el programa en línea ProtParam del servidor ExPASy 
(http://web.expasy.org/protparam/). 
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VI - Reactivos de uso general 
Reactivo Marca 
Ácido clorhídrico Anedra 
ADN Taq Polimerasas Thermo Scientific 
Agarosa de bajo punto de fusión D1-LE Genbiotech 
Agarosa para PFGE Bio-Rad 
Antibióticos β-lactámicos Laboratorios Klonal (Argentina) 
Arcrilamida y bisacrilamida Sigma-Aldrich Co. (EE.UU) 
Azul de bromofenol Mallinckrodt 
Bromuro de etidio Sigma-Aldrich Co. (EE.UU) 
Cloruro de calcio Anedra 
Cloruro de potasio Anedra 
Cloruro de sodio Anedra 
dNTPS Life Technologies 
Enzimas de restricción Thermo Scientific / Takara 
Filtros Millipore  Deltalab 
Fosfatasa alcalina Promega 
Glicerol Anedra 
Glucosa Merk 
HEPES Sigma-Aldrich Co. (EE.UU) 
Hidróxido de sodio Anedra 
Inhibidores de β-lactamasas Fluka - Sigma-Aldrich, USA 
Marcador de peso molecular 1Kb para ADN Thermo Scientific 
Monodiscos de antibióticos para antibiograma Laboratorios Britania S.A., Arg. 
Nitrocefin droga sólida Oxoid, Inglaterra. 
Persulfato de amonio (APS) Sigma-Aldrich Co. (EE.UU) 
Pfu ADN Taq Polimerasas 
Thermo Scientific / Prime Star GXL Polimerasa, 
Takara 
S1 nucleasa Thermo Scientific 
SDS-PAGE Molecular Weight Standards Broad Range Bio-Rad 
T4 ADN Ligasa Thermo Scientific 
T4 polinucleótido kinasa Thermo Scientific 
TEMED Sigma-Aldrich Co. (EE.UU) 
TRIS base BioRad, Life Science 
Trombina Novagen   / GE Healthcare Life Sciences 
Tween 20 Sigma-Aldrich Co. (EE.UU) 
Benzonasa  Sigma-Aldrich Co. (EE.UU) 
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VII - Medios de Cultivo 
 
Medio de cultivo Marca 
Mueller Hinton agar Laboratorios Britania S.A., Arg. 
Mueller Hinton caldo Laboratorios Britania S.A., Arg. 
LB (Luria Bertani caldo) Laboratorios Britania S.A., Arg. 
LBA (Luria Bertani agar) Laboratorios Britania S.A., Arg. 
TSA (Tripteína soya agar) Laboratorios Britania S.A., Arg. 
 
 
 
VIII – Aminoácidos 
 
Aminoácido 
Código de tres 
letras 
Código de 
una letra 
Tipo de 
aminoácido 
Alanina Ala A No polar 
Arginina Arg R Básico 
Asparagina Asn N Polar 
Aspártico, ácido Asp D Ácido 
Cisteína Cys C Polar 
Fenilalanina Phe F No polar 
Glutámico, ácido Glu E Ácido 
Glutamina Gln Q Polar 
Glicina Gly G No polar 
Histidina His H Básico 
Isoleucina Ile I No polar 
Leucina Leu L No polar 
Lisina Lys K Básico 
Metionina Met M No polar 
Prolina Pro P No polar 
Serina Ser S Polar 
Tirosina Tyr Y Polar 
Treonina Thr T Polar 
Triptofano Trp W No polar 
Valina Val V No polar 
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